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Détermination du réle des certaines peptidases bas@tiennes par inférence a partir
de données hétérogénes et incompletes

Résumé

La détermination du réle des protéines est a loegde la plupart des études biologiques. Elle est
encore plus d’actualité depuis I'avénement du sécpge des génomes qui fournit des protéines de role
inconnu en grande quantité. Le séquencage de naxigggomes a permis, par ailleurs, I'obtention de
données post-génomiques a haut débit comme lestdsrtransciptomique. Il a permis également la
construction de données comme les profils phylogues. L’approche que nous avons utilisée, mélant
statistiques et biologie, intégre ces données g@sbmiques pour prédire puis valider le role de
protéines protéolytiques cheactococcus lactis.

Nous avons procédé en trois étapes réalisant, .dapsemier temps, une inférence statistique des lie
prédits entre protéines du lactocoque basée sqrstinrces de données distinctes : le graphe des voi
meétaboliques, des données transcriptomiques, déitsgrhylogénétiques, des distances entre géenes en
paires de bases et des données protéomiques @ssgets 2D. Ces liens nous ont permis de émetsre de
hypothéses biologiques sur le rble de protéindeilibbans un deuxieme temps, nous avons réalisé des
expériences de laboratoire pour valider les pritist comparant la souche sauvage aux mutants de
délétion de PepF et YvjB. La troisieme étape deaeil a consisté a réaliser une analyse delsétesi
dans le but de souligner les données qui ont daritas le plus aux prédictions et de trouver un-sous
ensemble de données aboutissant aux mémes pradictio

Appliquée a deux enzymes protéolytiques potensialle lactocoque, PepF et Yv|B, cette approche nous
a permis de vérifier leur participation dans I'ekpde protéines telle qu’elle avait été prédite par
l'analyse statistique. Nous avons montré que Pepficjpe a I'export de protéines libérées dans le
milieu extérieur (protéines sécrétées) en hydroly$a peptide signal libéré par la signal peptidhse
PepF participe par ailleurs aussi a la synthesé dearoi cellulaire et au métabolisme du pyruvate,
fonctions aussi prédites par I'analyse statistiq0gB participe a la mise en place et la maturatitum
autre groupe de protéines exportées, les lipopreseiElle est nécessaire pour la localisation cterde
certaines lipoprotéines et participe au clivagéede peptide signal.

Notre approche s’est avérée trés utile dans la mesu elle permet d’émettre des hypothéses
biologiques qui guident les validations expérim#aPar ailleurs, cette démarche est applicabdeita
organisme entierement séquencé pour lequel suffiigarh de données post-génomiques sont
disponibles.
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Determination of the role of certain bacterial peptdases by inference from
heterogeneous and incomplete data

Abstract

The determination of the role of proteins is at dhnigin of most biological studies. It becomes eutty
more important since the advent of genome sequgnuihich provides a great number of proteins of
unknown roles. The sequencing of new genomes alédwlse same time to obtain high-throughput post-
genomic data as for example microarrays dataldtval also the construction of phylogenetic profiles
The approach we have used, couples statisticsiatadyip and integrates this post-genomic data ireord
to predict and further validate the role of putatproteolytic enzymes dfactococcus lactis

We worked in three different steps. First, we didtatistical inference of the predicted relatiopshi
between proteins of lactococci based on five diffiérdata sources: the graph of metabolic pathways,
microarray data, phylogenetic profiles and theadise between genes in terms of base pairs on the
chromosome and proteomic data from 2D gels. Thet#ionships allowed us to pose biological
hypotheses on the role of target proteins. Secawedcarried out wet-lab experiments to validate the
predictions comparing the wild type strain to knatk mutants of PepF and YvjB. The third step
consisted of a sensitivity analysis with the aim dotline the most important data in terms of
contribution to the relationship prediction of darget proteins and to find a subset of data Iepthirthe
same predictions.

Applied to two proteolytic enzymes of lactococcgp® and YvjB, this approach allowed us to validate
their participation in protein export predicted the statistical analysis. We have shown that PepF
participates in the export of proteins liberatedha supernatant by the hydrolysis of the signaltige,
which is cleaved by the signal peptidase |. Pepfiggzates also in the synthesis of the cell waitl a
pyruvate metabolism, two functions also predictgdie statistical analysis. Yv|B participates ire th
localization and maturation of lipoproteins, anotigeoup of exported proteins. It is necessary Far t
correct localization of certain lipoproteins andtgpates in their signal peptide cleavage.

Our approach has shown to be very useful, as @wallto pose biological hypotheses that guide
experimental validations. Moreover, this approalapplicable to all completely sequenced organisms
for which enough post-genomic data is available.
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1 Introduction

De nombreuses études biologiques cherchent a déterie réle de protéines dont I'existence
potentielle a souvent été découverte lors du s@qgendes génomes. Dans ce travail nous avons
utilisé une démarche mélant biologie et statissqueur déterminer le réle de certaines protéines de
la famille des enzymes protéolytiques chkactococcus lactis Notre démarche comporte
l'inférence statistique des roles puis la validatexpérimentale des roles prédits. Cette démarche
est générale dans la mesure ou elle est appliéalbbait organisme entiérement séquencé pour
lequel des données post-génomiques sont disponibles

La protéolyse a été étudiée en détail dhelactis car elle joue un réle important dans la nutrition
azotée (Kunjiet al, 1998; Poolmaret al, 1995; Savijokiet al, 2006). Il est bien connu que le
lactocoque possede une machinerie protéolytigueplexa spécialisée dans la dégradation des
protéines du lait. Cependant, peu de choses saniues sur les autres roles de la protéolyse chez
cette bactérie. Seules HtrA (Poqutal, 2000) et Clp (Varmaneat al, 2000) ont été décrites
comme participant dans la dégradation des protéimasrepliées ; DacA, DacB (Courtiet al,
2006) et YjgB (Redkeet al, 2007) dans la maturation du peptidoglycane et C@Wvydauet al,
2006) dans la compétence.

Nous nous sommes intéressés a deux protéines &culpar, PepF et YvjB dé. lactis PepF est
une protéine étudiée auparavant chez le lactocanais, dont le réle précis reste inconnu (Monnet
et al, 1994). YvjB n’a jamais été étudiée chez cettadrax mais des protéines homologues ont été
etudiées. C’est le cas de Eep, qui a été décree Ehterococcus faecalisomme participant a la
maturation de phéromones (Antiporta & Dunny, 200Rpus avons également exploré les
prédictions pour la prenyl-peptidase CAAX. Néanmsopiiaut de temps, nous n’avons pas réalisé de
validations expérimentales pour confirmer les liprédits pour cette peptidase.

Pour l'inférence statistique, nous avons utilisé dennées existantes sur les protéinek. dactis
provenant de différentes sources. La séquence rdidpode I'organisme nous permet d'utiliser
plusieurs types de données dont des données fipnsaugues (microarray) ou des données
protéomiques (gels 2D). Ces dernieres fournisser® mformation trés riche sur le niveau
d’expression de genes codant pour les protéinas afganisme et sur les protéines elle mémes,
respectivement. Afin de pouvoir utiliser ces dormigétérogénes, nous avons choisi une méthode a
noyau qui permet la représentation et l'intégratitndonnées hétérogenes. L'analyse statistique
gue nous avons réalisée permet d'inférer des ltss protéines de réle inconnu avec d'autres
protéines du lactocoque. Elle implique I'apprertges de liens connus issus du graphe des voies
meétaboliques du lactocoque. Les liens prédits tinvalidés grace aux liens métaboliques connus.
D’autres types de liens connus entre protéinesadtodoque comme les interactions physiques
entre protéines et les régulons ont été companédiens prédits avec notre méthode mais il n'y
avait pas correspondance parfaite entre les deux.

Une fois obtenus, les liens prédits nous ont aiéfeéttre des hypothéses biologiques sur le réle des
protéines. Nous avons trouvé une implication deFRapYVvjB dans la translocation de protéines et

dans d’autres fonctions cellulaires variées. Lgsédarnces de laboratoire, faites en comparant le
phénotype de mutants de délétion de ces deux pestéila souche sauvage, ont confirmé la plupart

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech
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des liens prédits. Ces validations ont montré taralyse statistique réalisée est pertinente pour |
détermination du réle de protéines.

Lors de l'analyse statistique, un grand nombre dendes a été utilisé. Chacune de sources de
données est constituée de plusieurs centaines wables. Ces variables correspondent, par
exemple, a des expériences différentes pour lesé&tentranscriptomiques ou des organismes pour
les profils phylogénétiques. Nous avons donc veakoir quelles étaient les données essentielles
en regard de la prédiction de protéines ciblesr Repondre a cette question, nous avons réalisé une
analyse de sensibilité sur deux des sources deédenutilisées. Elle nous a permis de trouver un
sous-ensemble de données stable fournissant lessrEngdictions que la totalité de données.

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech
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2 Revue bibliographique

2.1 La protéolyse bacterienne

La protéolyse joue un réle clé dans plusieurs m®ce biologiques chez les bactéries : nutrition
azotée, virulence, turn-over protéique, activatibm protéines, dégradation de protéines non
conformes, sporulation, sécrétion ...

La machinerie protéolytique est constituée d'uneemrtie d’enzymes qui difféerent par leur
mécanisme catalytique, leur spécificité d’hydrolyeer localisation cellulaire, leur réle.

Dans cette revue, j'aborderai, dans un premier sehgs difféerents modes de classification de ces
enzymes protéolytiques et, dans un second temgpalayerai les différents réles identifiés, a ce
jour (principalement chez le lactocoque) de ceymes.

2.1.1 Classification des protéases et peptidases

Les protéases (qui hydrolysent des protéines) gidaeses (qui hydrolysent des peptides) peuvent
étre classées selon trois critéres différentslaAjature de leur site catalytique, B) la spéitdidu
clivage et C) leur besoin en ATP (adénosine triphage).

A) Quatre mécanismes catalytiques principaux oltdécrits pour les enzymes protéolytiques, ce
qui permet de les regrouper en grandes famillderestion des acides aminés du site actif :

1) Lesprotéases a seéringpossedent trois acides aminés caractéristiques ldan site actif : une
sérine, une histidine et un aspartate. Les pragéaseérine ont en commun le mécanisme de
coupure, basé sur la polarisation de la liaisortigigjpe par un groupement sérine. Pour atteindre
cet état, I'histidine et I'aspartate, formant lade avec la sérine, doivent étre positionnés paer

le groupement OH de la sérine soit tres fortemetarsé. Le mécanisme est résumé dans la Figure
2-1.

2) Les protéases a thiolpossedent une cystéine dans leur site actif.afjis’de protéases ou

peptidases dans lesquelles le nucléophile esulieesde la cystéine (Barrett & Rawlings, 2001). Le
mécanisme d’action est montré dans la Figure 2-2.
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Figure 2-1 : Mécanisme des peptidases a sérir& polypeptide (bleu) s’insere dans la protéase)acsérine de telle
maniére que le groupement carbonyle soit prochia dérine. Le groupement OH de la sérine attaqugdapement
carbonyle et I'azote de l'histidine accepte le O#lld sérine (vert). Une association enzyme-subsiietmédiaire
tétraédrique se forme. Puis, 'enzyme est acylde etemier produit d’hydrolyse est libéré (fleatmige). Dans une
réaction finale I'enzyme est déacylée et I'extrén@tterminale est libérée (Kraut, 1977).
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Figure 2-2: Mécanisme des peptidases a cystéinke premier pas du mécanisme catalytique est laotigmisation

d’'un groupement thiol dans le site actif de I'eney(noir) réalisé par un acide aminé adjacent pesgadhe chaine
latérale basique (souvent c’est une histidine)déexiéme pas consiste en une attaque nucléophseufte anionique
de la cystéine sur le groupe carbonyle du subgweat). Dans ce pas, un fragment du substrat (bést)libéré.

L'histidine dans la protéase est restaurée souforsae deprotonisé et un intermédiaire thicestherl’&ztrémité

carboxy-terminale du substrat & la cystéine. Liadiathioesther est hydrolysée pour générer ureaadboxy-terminal
et 'enzyme est restaurée (Storer & Ménard, 1994).

3) Lesprotéases acidesgissent a pH acide et possedent un acide aspad@ans leur site actif.
Plusieurs mécanismes d’action des protéases aoitesté proposés. Celui qui est généralement
admis est un mécanisme général acide-base batemgrdination d’'une molécule d’eau entre les
deux aspartates du site actif. Un aspartate atdiveolécule d’eau par soustraction d’'un proton.
Cette activation de la molécule d’eau permet undification du carbone carbonyle (carbone avec
double liaison a une molécule d’oxygéne) du subsias la liaison a cliver générant un oxyanion
intermédiaire. C’est le réarrangement de cet oxyraqui permet le clivage (Suguetal, 1987).
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4) Les métalloprotéases possedent un site de fixation pour un cation rhéted. Les
métalloprotéases sont le plus grand groupe degweséet peptidases. Plus de 50 familles y ont été
décrites (Figure 2-3). Dans ces enzymes, un catjénéralement le zinc, active une molécule
d'eau. L'ion métallique est maintenu en place paistacides aminés. Les acides aminés qui
peuvent remplir cette fonction sont His, Glu, Asp loys. Parmi les métalloprotéases connues,
environ la moitié contiennent le motif HEXXH, qué situe a I'endroit de la liaison du cation
meétallique (Rawlings & Barrett, 1995). Le groupe métalloprotéases possédant ce motif est
appelé la superfamille des « zincins ». Cette dapegite est divisée en au moins dix autres familles
selon la localisation du troisieme ligand du zibes métalloprotéases bactériennes appartiennent a
trois familles : thermolysine, serralysine et neoxine dont les enzymes types sont produites par
Bacillus thermoproteolyticus, Serratia marcesceets Clostridium botulinumou C. tetani
respectivement (Miyoshi & Shinoda, 2000).

Zinc metalloproteases

| ] IR A
1 1 |
HXH HXXE HEXXH HXXEH

po-Carboxypeptidase Carboxypeptidases  Zincins Inverzincins
a;a 5|4 zls- zld 4|ﬂ 3|c a7 1
1 |
GXXNEXXSD ENXADXGG EAXGDVLA LWLNEGK XEEX HVEXPSXXXEX HUGHAH
Tharmolysin Endopeptidase-24.11  Anglotensin Aminopeptidase Neurotoxin Endopeptidase-24.15 Metzinging
famity family converting enzyme family family family

family |

T

3 0 5|5 58 24 18
i | I |
SHMSY SXMHY CINMXP AXMYP

Sarralysin Agtacin Reprolysin Matrixin
family  family  family Family

Figure 2-3 : Séquences des sites actifs des familles de métalégses selon (Miyoshi & Shinoda, 2000).

B) Selon leur spécificité de clivage, les protégsmsvent étre classées en deux grands groupes : les
exopeptidases qui clivent aux extrémités des peptid les endopeptidases qui le font a I'intérieur
des chaines peptidiques. Il existe donc des entidpsps et des exopeptidases qui sont soit des
metallo-, cystéine- ou sérine-peptidases, les togtatéases étant les plus répandues chez les
bactéries (Gonzales & Robert-Baudony, 1996).

Lesaminopeptidasedsibéerent des acides aminés de I'extrémité N-teateird’'un polypeptide. Ces
peptidases ont soit une spécificité trés restrgiotg un acide aminé donné ou trés large et peuvent
ainsi agir sur des polypeptides tres différents.clieage de la méthionine N-terminale est, par
exemple, réalisé par la méthionine aminopeptidaseest trés spécifique (Gonzales & Robert-
Baudony, 1996). Lesarboxypeptidasescoupent entre I'avant dernier et le dernier aaméné de
I'extrémité C-terminale d’'un polypeptide. Leadopeptidasesont capables de couper a l'intérieur
de la chaine protéique.

Parmi les aminopeptidases et les carboxypeptidasgseut trouver aussi des dipeptidyl-peptidases.
Il s’agit de peptidases qui enlevent des dipeptitiaa polypeptide. La peptidase type est DAP |,
aussi connue comme cathepsine C. Il s’agit d'unéépse a sérine de spécificité large (Metriehe
al., 1966).
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Une nomenclature a été proposée par @iaal, 1993) pour les peptidases des bactéries lactiques
elles sont nommés Pep lorsque le géne correspoadéidt caractérisé, suivi d’'une lettre capitale
indiquant soit la spécificité de I'enzyme (« P >upg@roline, par exemple) ou I'origine bactérienne
(« S » pouiStreptococcusp.).

C) Un troisieme classement, en plus de ceux liésnature du site catalytique et a la spécific#é d
clivage, est lié au besoin ou non d’ATP pour fomatier (Hlavacek & Vachoa, 2002).

Ce groupe de protéases comprend des protéases sEgspbe plusieurs sous-unités contenant des
domaines d’ATPase et des domaines protéolytiqgues pkotéases les plus connues de ce type sont
les protéases Lon, Clp, HsIUV et FtsH qui partinipa la dégradation de protéines mal repliées
(voir section 2.1.2.2 ) et aurnoverou recyclage protéique (section 2.1.2.4).

Il existe des protéases qui ne peuvent étre clasiaes aucun de ces groupes. Ainsi, par exemple
les signal peptidases des lipoprotéines formentnmevelle famille (Tjalsmaet al, 1999b). Un
autre exemple est le groupe des endopeptidasegjpbagloessner, 2006).

2.1.2 Fonctions de la protéolyse chez les bactéries

2.1.2.1La nutrition azotée

La protéolyse chez les bactéries lactiques est tiemue (Poolmamt al, 1995) ; (Kunjiet al,
1998; Savijokiet al, 2006). La machinerie protéolytique développéezates bactéries est assez
complexe du fait de la présence limitée d'acidesném libres dans le milieu lait et aux
auxotrophies de cette espece pour plusieurs aeit@®es. Le systeme protéolytique joue un réle
clé dans la fermentation du lait et permet I'ohtamtd’acides aminés a partir des caséines, les
protéines les plus abondantes dans le lait.

La protéolyse chez les bactéries lactigues commeaicBaction d’'une protéase de paroi, enzyme a
sérine qui hydrolyse les caséines du lait en okgtiges. Certaines souches de bactéries lactiques
ne possedent pas de protéase de paroi et dépelaknprotéase de paroi présente chez les autres
souches pour se développer dans le lait (Savgoki, 2006). Cing types de protéases de paroi de
la méme famille mais présentant certaines diffaenont été caractérisées chez les bactéries
lactiques : PrtP chelzactococcus lacti®t Lactobacillus paracaseiRrtH chezL. helveticus PrtR
chezLactobacillus rhalnosusrtS chez. thermophilugt PrtB chei.. bulgaricus(Savijoki et al,
2006) Elles contiennent différents domaines. Le domawreespondant au peptide signal (PP), le
domaine catalytique des protéases a sérine (PRjpomaine d’insert (I) qui régule probablement
leur spécificité, le domaine A de fonction inconnleedomaine B participant probablement a la
stabilité, le domaine hélix (H) qui positionne A Bta I'extérieur de la cellule et un domaine
hydrophobe W (Siezen, 1999), voir Figure 2-4.

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech 6



Détermination du role de peptidases bactériennes/ Revue bibliographique

CW|M|C
B RGO . [
L. helveticus PrtH @xﬂbo H @
L. bulgaricus PrtB Qxﬁ’“ B @
S. thermophilus PrtS @xﬁ'“ H [ w dan|
L. rhamnosus PriR (PPX_PR_ A [(BYw4aN

Figure 2-4: Représentation schématique des protéases de palois,Siezeet al 1999.

Les oligopeptides produits par l'action de la pagt constituent la source principale d’acides
aminés pour le lactocoque. Les oligopeptides sastiite transportés a l'intérieur de la cellule
(Tynkkynenet al, 1993) par trois ou quatre transporteurs sel@oleche. lls appartiennent a deux
grand groupes : les PRTeptide_tansport) et les ABC (ATP-binding-cassette) transpos. Pour

les premiers, le transport de peptides dépend derda proton-motrice, pour les deuxiemes, il
dépend de I'ATP. Les systemes Opp appartiennensagderfamille des ABC transporteurs. DtpT et
DtpP sont des transporteurs proton dépendants. t@@sporteurs se distinguent par leur
organisation et leur spécificité. Le systéme Oppgporte des peptides entre 4 et 18 acides aminés
(Lamarqueet al, 2004). DtpT et DtpP transportent les di- et #pfides (Guedort al, 2001a;
Kunji et al, 1998).

Les peptides internalisés sont ensuite hydrolysssptusieurs peptidases différentes avec des
spécificités chevauchantes dans certains cas ré-Ry% (Guedoret al, 2001a; Kunjiet al, 1998;
Lamarqueet al, 2004; Savijokiet al, 2006). Les aminopeptidases générales comme RdpEpbl
libérent des acides aminés de I'extrémité N-terigirtBune grande quantité d’oligopeptides. Les
aminopeptidases PepV et PepT ont aussi des sji@sifie séquence tres larges et hydrolysent des
di- et tri-peptides, respectivement. L'endopepteddepO, ou encore PepF, hydrolysent des
oligopeptides d’'une certaine taille. Certaines pyses hydrolysent spécifiguement certaines
séquences, ainsi par exemple PepX et PepQ sontalspees dans I'hydrolyse des peptides
contenant la proline, trés abondante dans les resdivoir 2.2.1). La construction de mutants
simples et multiples des genes codant ces pepsidetsie suivi de leur croissance dans le lait a
permis de mettre en évidence celles qui étaienbitaptes pour la nutrition azotée, comme par
exemple PepN, PepC, PepO, PepT et PrtP (Mierai, 1996).

Les bactéries lactiques répondent a la quantitzotka disponible en régulant leur systeme
protéolytigue. (Guedoat al, 2001a) ont montré que I'expression de six gémnegroupes de genes,
prtP, prtM, opp-pepO, pepD, pepN, pepGoepXest réprimée de 5 a 150 fois suite a I'ajout d’un
hydrolysat contenant 80% de peptides et 20% d’acieinés et qu’il y a expression de ces genes
uniqguement en conditions d'azote limitantes. Il esaintenant connu que CodY regule
négativement I'expression de certains genes catmprotéines participant a la protéolyse et que
cette répression est modulée par la quantité elttdaire d’acides aminés branchés (isoleucine,
leucine, valine) (Guedoet al, 2001b), voir Figure 2-5. Des expérienéessitro ont montré que
CodY reconnait une séquence intérgenique précédpetonoppregulé et que les acides aminés
branchés stimulent cet accrochage (den Hemgstl, 2005a). Ces résultats confirment les
observations réalisées par (Mieratl al, 1996) lors de I'études des mutants de protéases e
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Figure 2-5 : Le systeme protéolytique chezlactisselon Guedoet al2001.

D’autres protéines faisant partie de la machinpr@éolytique semblent ne pas étre régulées par
CodY, comme c’est le cas de PepF, ou réguléespantient par CodY comme PepO1 et PepC, qui
sont induites dans des conditions d’aérobiose nmaame un mutantodY.Par ailleurs, la source de
carbone affecte I'expression depPchezL. lactis(Guedonret al, 2001a).

Des études de différents mutants des génes fgisatie de la machinerie protéolytique ont permis
de comprendre le role clé de la protéase de pdraiuetransporteur d’oligopeptides dans la
libération d’acides aminés a partir de la caséimeeffet, PrtP et Opp se sont avérés cruciaux pour
la croissance dans un milieu contenant des caséomme seule source d’azote. Au contraire, le
manque de DtpT n’a aucune influence sur la cro@sadans un tel milieu (Kungt al, 1998).

Le systeme protéolytigue joue également un rble ingportant dans la nutrition azotée chez
d’autres bactéries, notamment des bactéries capalglese développer dans le lait. Ainsi, par
exemple,Staphylococcus aureysésente une croissance diauxique dans le lait deex phases
exponentielles de croissance. Pendant la phaseadgition se produit la coagulation du lait. La
coagulation semble étre provoquée par l'activitdtgolytique des enzymes sécrétéesSaureus,
qui produit 10 protéases extracellulaires : lesgases SspA, SplA, B, C, D, E, et F, ScpA et SspB,
et la métalloprotéase Aur (Hiroet al, 2007). Les auteurs ont également démontré gdam
guatre transporteurs d’oligopeptides (Opp3) esspehsable pour le développement dans le lait.

2.1.2.2L.a dégradation des protéines mal repliées

Une des réponses cellulaires au stress est limdudtpide et temporaire de la machinerie
protéolytique pour éliminer les protéines mal régdi suite & un changement de conditions
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environnementales (Savijokt al, 2006). Les bactéries lactiques, par exemple, smnhises a des
stress durant les processus industriels. Gheli, la protéase Lon est la premiére responsable de
I'élimination des protéines non natives. Des hormgo&s de Lon ne sont pas connus chez les
bactéries lactiqgues. Néanmoins, trois protéasesténdécrites en relation avec le stress : CIpA Htr
et FtsH (Savijokiet al, 2006). HtrA accomplit apparemment le role de fatgase Lon chek.
lactis, en dégradant les protéines anormales sécrétémpudPet al, 2000). La sous-unité
protéolytique de la protéase Clp, ClpP et les srit régulation ClpC, ClpE et Clg®nt régulées
par le régulateur de la réponse au stress CtsRnaenet al, 2000). Par ailleurs, I'inactivation du
genetrmA stimule la dégradation de protéines mal replieédgpendamment de Clp. Ces résultats
indiquent que TrmA est un régulateur négatif derta€olyse chek. lactis (Freeset al, 2001).

2.1.2.3La virulence

Plusieurs espéces bactériennes sécrétent dessa®t@gec des fonctions différentes. Certaines de
ces protéases interagissent avec les systemes fdaseléde I'hote, d’autres attaquent et
endommagent des tissus de I'h6te. Ces protéasestitoent des facteurs de virulence importants
(Miyoshi & Shinoda, 2000).

La plupart des protéases toxiques sont des métalégses. Le motif HEXXH qui les caractérise a
été retrouvé dans les neurotoxinesGlestridium sp., enterotoxines dBacteroides fragiliset le
facteur létal deBacillus anthracis Ces exotoxines montrent une activité protéolgicuwes
spécifiqgue contre les protéines cibles. Ainsi, paemple, les neurotoxines d&ostridium sp.
inhibent la libération de I'acétylcholine au nivedas jonctions musculaires et synapses. Il est
connu maintenant que les neurotoxines ont une it#ctprotéolytique dirigée vers la protéine
membranaire du vésicule synaptique (Synaptobreyia2protéine membranaire pré-synaptique
(SNAP-25) et la syntaxine (Miyoshi & Shinoda, 2000)

Streptococcus pyogenese sert de ses protéases au cours de I'infeptian détruire des tissus et
produit en méme temps des inhibiteurs de protédsd$ote (Rasmussen & Bjorck, 2002). Les
auteurs proposent que lors de la premiere partiéndiection, S. pyogenemhibe la protéolyse de
I'héte en exportant des inhibiteurs de protéasa ausface. Dans la deuxieme étape de l'infection,
S. pyogenesproduit massivement des enzymes protéolytiquedeet libération permet la
dégradation des tissus humains et ainsi I'invagian la bactérie. Ces événements sont régulés
temporellement et spatialement et influencent foetet la virulence d&. pyogenefRasmussen &
Bjorck, 2002)

La protéase la mieux connue, participant au prasedsnfection ches. pyogenesst la protéase
Cb5a (Rasmussen & Bjorck, 2002). La peptidase Cbhares endopeptidase qui dégrade le facteur
chemotactique Cb5a. Cette dégradation affecte lanotexie des neutrophiles (chargés de la
premiere défense contre les bactéries) et perntt @yogenesle coloniser plus facilement les
tissus. SpeB est une autre protéase sécrétée digigea la virulence de différentes manieres.
C’est une protéine capable de dégrader des pretags, libérant du dermatane sulphate qui
inactive des peptides antibactériens. De plus, edtecapable de cliver des immunoglobulines
humaines, ainsi que de libérer I'agent inflammatdiradykinine a partir du clivage de kininogénes
contribuant a I'infection pa®. pyogene@Rasmussen & Bjorck, 2002).
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2.1.2.4Le recyclage odurnoverde protéines

La synthése des nouvelles protéines nécessitecttbssaaminés libres. Souvent ces acides aminés
proviennent du recyclage (turnover) d’autres pregi CheZ. coli,une des protéines chargées de
la destruction de protéines en fin de vie est @gase Lon mentionnée auparavant (Gottesman,
1996). Néanmoins, le plus probable est que plusi@nzymes protéolytiques participent au
turnover des protéines.

La dégradation des protéines doit étre bien regeiémblée pour éviter I'hnydrolyse des protéines
utiles. Chez les eucaryotes, la dégradation deéipes est réalisée principalement par le
protéasome 26S, qui est formé par I'associoationr@julateur 19S au protéasome 20S. La
conformation cylindrique du complexe 20S fait ges kites actifs se trouvent a l'intérieur du
cylindre, accessibles par des pores étroits. Cegpadimentage évite la dégradation non régulée de
protéines. Le complexe 19S fait entrer les sulsstiatégrader en utilisant de I'ATP (Zwiaid al,
2001).

Chez les procaryotes, les « protéasomes » contiersugssi un module ATP et un module
protéolytique attaché de maniere covalente (Lonljya (ClpP). Ces protéasomes sont chargés de
la dégradation de protéines mal repliées ou idéatfour étre dégradées. Ainsi, la peptidase ClpP
de Escherichia coli présente une architecture similaire au protéastde L'accés aux sites actifs
est coordonné par plusieurs protéines de type Hs(ddr exemple ClpA) qui fonctionnent avec de
'ATP (Mogk et al, 2007).

Les protéines a dégrader doivent posséder un gignalétre reconnu par le systeme protéolytique.
Chez les eucaryotes c’est 'ubiquitine qui estchitéaaux protéines a dégrader. Chez les procaryotes,
ce type de systeme existe aussi, mais est comm@atandépendant de l'ubiquitine. La spécificité
des substrats passe par les N-domaines des psotBisgl00. Les N-domaines interagissent
directement avec les substrats. Les sites de rasamce reconnus par les N-domaines se trouvent
dans la partie N-terminale des protéines. Dan® aégjion, certains acides aminés favorisent ou
défavorisent, selon leur nature, la liaison avecslgbstrats (Mogkt al, 2007).

2.1.2.5Protéolyse intermembranaire et régulatrice

Une protéolyse spécifique permet de libérer desigep qui ont un rdle régulateur. Il s’agit de la
protéolyse intermembranaire régulatrice ou RIP {@ret al, 2000). La RIP est un mécanisme
dans lequel une peptidase membranaire réaliselemégulateur par la dégradation de lipoprotéines
ou de protéines membranaires. La protéolyse intebm@naire agit sur un morceau de la protéine,
de moins de 30 acides aminés. Le systeme le plaéeéest le SREBP (sterol regulatory element-
binding proteins) humain. La protéine nécessainesdee systeme et chargée de la RIP a été
identifiée comme une métalloprotéase membranaife. &2 peptide produit par S2P régule la
transcription des genes nécessaires pour la syntieelipides.

Des homologues de S2P existent chez les archasalattéries et les eucaryotes. La plupart des
génomes d’archae contiennent plusieurs séquendéesChizz les bactéries, le nombre de copies est
variable allant de un chez la plupart de bacté&isgpt trouvés che2. subtilis Les bactéries qui
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possedent un petit génome n’ont souvent pas dec®aime par exempRifidobacterium longum,
Buchnera aphidicola, Mycoplasma pneumoniae, Urespka urealyticuniKinch et al, 2006)

Des exemples d’enzymes appartenant a la famille &28nt présentées en section 2.2.4.2 au

moment ou YvjB, une des protéines cibles de ceaikataisant partie de cette famille, sera
présentée.

2.1.2.6Peptidases participant a la maturation et 'expdes protéines

Une fois les protéines synthétisées, une premepédase, PepM, est chargée de libérer le premier
acide aminé en position N-terminale, la méthionPepM a été étudiée principalement ckezoli
(Ben-Bassaet al, 1987).

Les protéines exportées sont synthétisées comnoeirpetirs avec un peptide signal. Ce peptide
signal est nécessaire pour leur translocation eeisala membrane. Durant le processus de
translocation, ce peptide signal est enlevé parsigaal peptidases. Il existent deux signal
peptidases : une pour les lipoprotéines, la SRaseuhe pour les non lipoprotéines, la SPased. Le
deux sont des protéines membranaires. La SPageattemt a un groupe de sérine protéases qui
utilise la dyade catalytique Ser-Lys ou Ser-Hisliau de la triade plus commune Ser-His-Asp
(Paetzelet al, 2002). Les SPases Il appartiennent a une noufeetidle de protéases (Tjalsned

al., 1999b). Les mécanismes auxquels participent epidases sont présentés en détails dans la
section 2.4.1 qui concerne I'export de protéines.

2.2 Les peptidases et protéeases du lactocoque

J'ai réalisé un bilan des peptidases et protéammdes dans la littérature a ce jour, annotéesdar
séquencage du génome ldelactis (Bolotin et al, 2001) et en interrogant les bases des données
comme NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) pour laedherche de «cluster of orthologous
groups » (COG), en tenant ainsi compte de domagimetolytiques conservés. Il est possible
d’établir une liste de 41 peptidases connues oenpietles chez.. lactis (voir Tableau 2-1)
Certains motifs, des motifs clés d’enzymes proti#mqies, peuvent ne pas avoir été caractérisés a
I'heure actuelle, ce qui rend cette liste potelgiment non exhaustive.

Plusieurs protéases et peptidases de lactocoquédigpncaractérisées et leurs participations dans
une ou différentes fonctions cellulaires bien é&ablLes fonctions de certaines d’entre elles tnt €
déterminées grace a leur similarité avec des peg#El et protéases connues chez d'autres
organismes. D’autres sont compléetement inconnwerdaRuite, je m'intéresse particulierement aux
peptidases du lactocoque dans le but de faire lam Isiur les connaissances des ces enzymes
protéolytiques. Cela me permettra d’introduirepeptidases cibles de ce travail, notamment PepF,
YvjB et la prényl-peptidase CAAX.
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Tableau 2-1 :Liste de protéases et peptidased.diactis|L1403.

Geéne Protéine

1| clpP Sous-unité protéolytique de la protéase Clp

2 | comC Prépiline peptidase / N-méthyltransferase

3 | dacA D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

4 | dacB D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

5| gcp O-sialoglycoprotéine endopeptidase

6 | htrA Protéase de ménage

7 | IspA Lipoprotéine signal peptidase

8 | pepA Glutamyl aminopeptidase

9 | pepC Aminopeptidase C
10 | pepDA Dipeptidase
11 | pepDB Dipeptidase
12 | pepF Oligoendopeptidase F
13 | pepM Méthionine aminopeptidase
14 | pepN Aminopeptidase N
15 | pepO Métalloendopeptidase
16 | pepP Xaa-Pro aminopeptidase
17 | pepQ Proline dipeptidase
18 | pepT Di- et tripeptidase
19 | pepV Dipeptidase
20 | pepX X-prolyl dipeptidyl aminopeptidase
21 | pi136 Prohead protéase
22 | pi323 Clp protéase putative
23 | sipL Signal peptidase |
24 | yaiF Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
25 | yaiH ou caax | Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
26 | yajF Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
27 | ybdl Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
28 | ybdJ Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
29 | ybcH Peptidase X-Pro dipeptidyl putative
30 | yciA Putative N-acetyldiaminopimelate déacetylase
31 | yddA Prépiline signal peptidase PulO and related peptidases
32 | yjiB Metal-dependent amidase/aminoacylase/carboxypeptidase
33 | yjgB Gamma-glutamyl-diamino acid-endopeptidase
34 | yueE Predicted Zn-dependent peptidases
35 | yueF Protease
36 | yugD Protease
37 | yuhB Protease
38 | yvdC Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
39 | yvdE Glutamine amidotransferase putative avec domaine peptidase
40 | yvjB ou eep Métalloprotéase a zinc hypothétique
41 | yxdF Protéine hypothétique avec un domaine prényl-peptidase CAAX
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2.2.1 Les peptidases et protéases participant principaleent a la nutrition
azotée

Comme détaillé dans la section 2.1.2.1 , la macieingrotéolytique de.. lactis dédiée a la
nutrition azotée est bien connue. De ce fait, kgstidases participant a ce processus ont été bien
caractérisées. Il s’agit de PepC, PepN, PepO, PEBeRT, PepV et PepX (Kungt al, 1998) ;
(Guedonet al, 2001b) ;(den Hengstt al, 2005b) ; (Mierauet al, 1996). La plupart ont des
spécificités de substrat générales et mémes chiesaies comme PepC, PepN et PepT. Quatre de
ces peptidases sont spécialisées dans le clivaggpeapides contenant des prolines. Etant dérivés
des caséines, les peptides constituant les substastirels dd.actococcus lactissont riches en
proline (Kunji et al, 1998). Dans la suite, des détails sont donnéfasspécificité des peptidases
impliquées dans la nutrition azotée.

PepC a été isolée a l'origine de la souchkactis AM2 et décrite comme étant une aminopeptidase
générale (Nevianet al, 1989). Elle a été classée parmi les cystéine @eiptidases par (Chapot-
Chartieret al, 1993). La spécificité pour I'acide aminé N-teraliest assez générale, bien que des
peptides contenant de la proline en cette posii®isoient pas hydrolysés. Il s’agit d'une enzyme
cytoplasmique (Taet al, 1992).

PepN ou la lysyl aminopeptidase est une peptidasspécificité large capable de libérer I'acide
aminé N-terminal des peptides. L'enzyme a été @mpdPepN chez le lactocoque car elle
complémente une mutatiopepN chez E. coli. PepN del. lactis hydrolyse des di-, tri- et
oligopeptides, mais la longueur optimale du pepsidiestrat est un tétramere (Nivenhal, 1995).
L’enzyme a une préférence pour les peptides cantearginine comme résidu N-terminal, clivant
aussi des peptides avec Leu ou Lys a cette position

PepO a été appelé ainsi pour la premiere fois parad et collaborateurs (Mieraai al, 1993). II
s’agit d'une peptidase capable de cliver des pegtilk séquences tres différentes composées de 5 a
30 acides aminés (Taat al, 1991). Le genegepO fait partie de I'opéron codant pour le
transporteur d’oligopeptides Opp. L'inactivation dane (simple mutanpiepQ n’affecte pas la
croissance en lait (Mieraet al, 1993).

PepP ou I'aminopeptidase P a été caractérisée Ichkxctis (Mars & Monnet, 1995). La taille
optimale de son substrat est de 5 acides aminks paptidase présente la spécificité X-Pro-Pro
pour les peptides contenant de la proline.

PepT a été caractérisée comme une tripeptidasédleage cliver des acides aminés de plusieurs
peptides libérant un acide aminé libre et un dipeptMierauet al, 1994).

PepV a été trouvé pour la premiere fois chagtobacillus delbrueckiVongerichtenet al, 1994).
L’enzyme clive plusieurs peptides (aussi fleda-dipeptides) et certains tripeptides.

PepX est une X-prolyl dipeptidyl aminopeptidaseétdnt des dipeptides X-Pro a partir des
extrémités N-terminales des peptides. Elle a ét#ctérisée chek. lactis(Nardi et al, 1991). Elle

est capable de dégrader des peptides provenanaséses et particulierement de la caspiriehe

en proline. Elle n'est pas essentielle pour lassance mais la composition de peptides du lait
fermenté change en son absence (Mietaal, 1996).

Des mutations dans chacun de ces génes individuatieaffecte peu la croissance de la bactérie
dans le lait mais 'accumulation de ces mutatiomsdait & une réduction tres importante de cette
croissance (Mierau et al., 1994). Les peptidasdcfmant a la nutrition azotée de cette maniére on
ete identifiés comme faisant partie du régulon Cad¥régule leur transcription répondantpaol
d’acides aminées branchés (Guedbal, 2001).
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2.2.2 Les peptidases dédiées aux fonctions autres quenatrition azotée

Compétence naturelle : ComC, une prépiline-like pielpse

Wydau et collaborateurs ont étudié les élémenticgaant a la compétence chezlactis,identifiés

sur la base d’homologies de séquences (Wydal, 2006). Ces éléments sont présents bien que la
compétence naturelle de lactis n'ait pas été montrée. La peptidase ComAB faitipale ces
éléments et participe aux phases tardives de lapémmce cheZStreptococcus pneumoniae
(Pestoveet al, 1996). Les résultats obtenus par Wydau et calibars montrent que les protéines
codées par les genes de compétence homologuesSchezeumoniaaloivent avoir la méme
fonction que celle décrite po&. pneumoniaéPestovaet al, 1996). Wydau et collaborateurs ont
observé que I'expression des genes qui intervidndens la phase tardive de la compétence est
augmentée lors d’'une surexpression de ComX, quieeségulateur de la compétence clz
pneumoniaeEn réponse a un signal externe, des facteurs sigovquent le passage a la phase
tardive de la compétence en stimulant I'expresdemgenes associés a cette phase,aonCfait
partie (Pestovat al, 1996).

Par ailleurs, ComC possede des motifs communs Egeprotéases qui clivent les prépilines
(précurseur des protéines fibreuses trouvees danspili » bactériens) de type 1V, il s’agiraitied
d'un type de signal peptidase qui cliverait le piptsignal de la prépiline. (Chung & Dubnau,
1995).

Synthese du peptidoglycane : Da@\DacB, des D-alanyl-D-alanine-carboxypeptidases/
transpeptidase

Les peptidases DacA et DacB ont des homologues dheitres organismes (DacA par exemple
présente 42% de similarité avec DacAHIeoli). Il s'agit de peptidases nécessaires a I'étaypddi

de synthese du peptidoglycane, c’est a dire aalaoln de chaines de N-acétyleglucosamine et
d’acide N-acétylmuramique par des peptides couaséaction consiste a libérer de la D-alanine a
partir du peptide donneur L-Alg-D-Glu-L-R3-D-Ala et a son transfert au groupe L-&8n autre
peptide similaire récepteur. Ces enzymes sontiedda transpeptidases (Rhatial, 2003).

Plus en détail, la réaction consiste en 'activatie la sérine du site actif de la peptidase dagae

le groupement carbonyle de l'avant-dernier résiddl® du précurseur du peptidoglycane. Cela
libére le dernier D-Ala, donnant un intermédiaimylaenzyme. Une amine provenant d’une autre
chaine de peptidoglycane réagit alors avec I'atdiintermédiaire acyl-enzyme pour donner deux
chaines de peptidoglycane unies par le peptidedtakg 2001).

Ces enzymes sont inhibées par les antibiotiqudgpeebeta-lactames qui acylent la sérine dans le
site actif de I'enzyme. Chek. lactis, DacB a été caractérisée comme étant impliquée dans
maturation du peptidoglycane, confirmant les obestgons faites chez d’autres organismes (Courtin
et al, 2006).

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech 14



Détermination du role de peptidases bactériennes/ Revue bibliographique

Hydrolyse du peptidoglycane : Yjgb, une gamma-D4glminyl-L-lysyl-endopeptidase

Il s’agit d’'une des 5 hydrolases du peptidoglycahez L. lactis. Redko et collaborateurs ont
montré que YjgB est une endopeptidase qui hydrdgseeptides du peptidoglycane contenant la
séquence gamma-D-GIn-L-Lys (Redé&bal, 2007).

Maturation des polypeptides nouvellement synth&is®epM, la méthionine aminopeptidase

Il s’agit de la peptidase chargée d’enlever la moé@ihe en position N-terminale des protéines
nouvellement synthétisées. Elle a été étudiée ipatement chekE. coli (Ben-Bassaget al, 1987),
mais annotée dans la plupart de génomes connus €an@thionine aminopeptidase grace a son
homologie avec la protéine &ecoli.

PepA, une glutamyl aminopeptidase

Parmi les bactéries, PepA est bien caractérisée [Eheoli et S. thyphimuriumll s’agit d’une
enzyme capable de libérer préférentiellement udeagiutamique (Vogt, 1970). PepA a été étudiée
chezL. lactis MG1363 (I'Ansonet al, 1995). Les auteurs ont conclu que PepA n’estyres
peptidase essentielle mais gu’elle est nécessaitg pune croissance optimale dans le lait,
néanmoins elle ne fait pas partie du régulon Cdadifedonet al, 2001b).

Clivage des peptides signaux : Signal peptidaseslI

Strictement parlant il s’agit de protéases. Ellest chargées d’enlever les peptides signaux de
protéines pendant le processus de translocatiomalNet al, 1986). Les peptidases signal de type
Il sont spécifiquement chargées de cliver les peptisignaux des lipoprotéines (Tjalsetaal,
2000).

2.2.3 Les peptidases et protéases deactococcus lactigle réle inconnu ou mal
connu

Nous pouvons diviser les peptidases les moins amaolez le lactocoque en trois groupes :

1. Etudiées, mais dont le réle n'a pas été commiéte élucidé

C’est le cas de I'oligoendopeptidase PepF. C'estamdopeptidase qui a été décrite dhelactis
(Monnet et al, 1994) dont la spécificité sur substrats synthuetsqet l'activité ont été bien
caractérisées, mais dont le rble précis est rewténnu aprés ces premiéres études. Plusieurs
données, assez diverses, sont disponibles sur peptédase chez diverses bactéries. Comme |l
s’agit d’'une de nos peptidases d'intérét, les mfations disponibles dans la littérature seront
présentées plus en détail dans la section 2.2.4.1

2. Annotées grace a la présence d’'un motif ou umédasité avec des peptidases connues chez
d’autres organismes

Dans ce groupe, nous retrouvons YciA, YddA, YjiBvdE, YueE (pour les motifs voir Tableau
2-1) et YvjB. La derniére peptidase est un homoéoda Eep dé&nterococcus faecaligjui sera
traitée en détail dans la section 2.2.4.2 .
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Gcep, une O-sialoglycoprotéine endopeptidase

La fonction de cette peptidase est également peEp@ la vue de son homologie avec les O-
siaglycoprotéine endopeptidases chez d’'autres mmas. Gecp a été étudiée principalement chez
Pasteurella haemolytic€Cladmanet al, 1996). Il s’agit d'une peptidase qui clive pripaiement
des peptides contenant de I'acide sialique, plastexnent ceux dont les résidus sérine ou thréonine
contiennent cet acide (Cladmanal, 1996).

PepDA et PepDB, des dipeptidases
PepDA a été la premiere dipeptidase identifiée tlaerobacillus helveticuDudleyet al, 1996)
Sa fonction dipeptidase chezlactisa été déduite par homologie (Bologhal, 2001).

3. Les peptidases dont I'annotation automatiqueenmet pas d’assigner une fonction

Dans cette situation nous trouvons plusieurs cogeeda prényl-endopeptidase CAAX : YaiH,
YaiF, YajF, Ybdl, YbdJ, YvdC, YxdF. Tous ces gemessont pas annotés. Néanmoins, le premier
est a 83% similaire a la prényl-peptidasd_d&actis subsp.cremoris utilisée dans la description de
cette famille (Pei & Grishin, 2001). Les connaigssmsur ce type de peptidases seront présentées
dans la section 2.2.4.3 .

2.2.4 Les peptidases d’intérét

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéres@és peptidases qui, selon les connaissances
disponibles, pourraient étre impliquées dans desgssus cellulaires globaux et régulateurs. De
plus, nous avons ciblé les peptidases présentesdiffiérents organismes et pour lesquelles le réle,
déterminé chez un organisme modele coniméactis pourrait étre généralisé. Dans la suite, je
présente les connaissances sur les peptidaseéréfifepF, YvjB et la prényl-peptidase CAAX.
Pour cette derniere, compte tenu du peu de commaes disponibles dans la littérature, je
presenterai quelques résultats préliminaires idsua recherche dans les bases des données.

2.2.4.1PepF ou I'oligoendopeptidase F

PepF est une protéine présente chez de nombrespeses de bactéries a faible contenu en GC:
(Staphylococcussp., Bacillus sp., Streptococcussp., Lactobacillus sp., Mycoplasma sp.,
Clostridium sp., etc), chez des Spyrochetes, des Proteoba¢fgrabacteriumsp., Escherichia
coli, Salmonellasp., Yersiniasp., etc.), des Archaealglobateriumsp., Methanosarcinasp., etc),
Protozoa Plasmodiunsp.), et d’autresihermussp.,Deinococcusp.,Rhodopirellulasp., etc). Les
études réalisées sur PepF chez différents orgasisntanontré qu’elle participe a divers processus
cellulaires et que son inactivation a des effesgblopiques. Nous nous sommes intéressés en
priorité a cette peptidase parce que c’est la meauwactérisée des trois peptidases que nous avons
sélectionnées. De plus, son probable rble pleietrep sa présence chez différentes bactéries
permettent d’augmenter les connaissances surffésetites fonctions cellulaires et de les étendre a
d’autres bactéries.

La premiere copie dpepF, caractérisée chdz lactis se trouve sur un plasmide de 55 kb de la
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soucheL. lactis NCDO 763. Ce plasmide contient plusieurs géenesmiopaur des protéines qui
permettent l'utilisation du lactose, et la protédseparoi. Il s'agit de génes essentiels pour la
croissance dans le lait (Monrettal, 1994). Le méme cas de figure existe chez la solucHactis
SK11, ou le géne codant PepF est situé sur un aste 47 kb qui contient également les genes
pour l'utilisation du lactose, ainsi que d'autredant des protéines participant dans la protéayse
le transport de peptides (Siezenhal, 2005). Chez ces deux souches, le ges@- est dupliqué
puisqu’il s’en trouve une copie sur le chromosomeles de celle du plasmide.

PepF, avec une masse de 70 kDa et 602 acides amiétscaractérisé comme une enzyme capable
d'hydrolyser des oligopeptides entre 7 et 17 acal@inés, ayant une activité cytoplasmique
(Monnetet al, 1994). Les conditions pour une activité optinsdat un pH de 8 et une température
de 40°C. Il s'agit d'une métallopeptidase inactigée le chelatant EDTA. Elle présente le motif
His-Glu-X-X-His caractéristiqgue des métallopeptiemsiépendantes du zinc.

ChezL. lactisNCDO763, les mutants de deux copiespepF présentent un phénotype perturbé.
Leur croissance est affectée en milieu minimum exxeutt uniguement les acides aminés essentiels.
Ces résultats montrent que PepF est bénéfiqueadatype de milieu, dans lequel un stress causé
par une source d'azote minimale provoque certained@edégradation de protéines. Comme le
taux de croissance est plus faible en absencepfe Ben possible rble dans le recyclagenoven

de protéines a été proposé (Natal, 1997).

ChezBacillus subtilis,la sporulation est inhibée, lorsque le gpepF est surexprimé, (Kanamaru
et al, 2002). Les analyses realisées par les auteulsiuent que l'effet inhibiteur provient de la
régulation négative de la phosphatase RapA. L'@ffabiteur est d( a I’hydrolyse du peptide PhrA.
Cette hydrolyse provoque la dérégulation de la phatase RapA et entraine la déphosphorylation
de SpOA_P qui régule directement l'initiation desjerulation. Quand elle est surexprimée, PepF
hydrolyse d’autres peptides de la famille Phr, ceampar exemple PhrC qui participe a la
compétence (Kanamaret al, 2002), voir Figure 2-6. Il s'agit de mécanismestygpe quorum
sensing dans lesquels Phr est le peptide de sigaate L'hypothése des auteurs est que PepF
pourrait participer a la maturation de ce peptid&anmoins, ceci n'a pas été complétement prouvé.

En contradiction avec les connaissances dhelactis et B. subtilis,ou PepF est une protéine
cytoplasmiquechezB. amyloliquefaciengjne protéine secrétée et semblable a PepF a&étiéed

Il s’agit de la peptidase Pepf; qui apparemment participe au processus de spiorulgChaoet

al.,, 2006). Chez Geobacillus collagenovoransMiyake et collaborateurs ont trouvé que
I’'homologue de PepF est nécessaire pour la dégoadat collagéne, étant capable de dégrader de
diméres et triméres des peptides de collagene Bh-Bu (Miyakeet al, 2005). IIs lui attribuent
alors une fonction nutritionnelle. PepF a été daérésge également ch&aulobacter crescentus
(Brazet al, 2002). Les auteurs ont confirmé quepFn’est pas un gene essentiel comme cela avait
été observé chez le lactocoque (Nagtlial, 1997). Par ailleurs, ils ont testé la croissadec.
crescentusdans un milieu contenant des oligopeptides comewessource d'azote et ont pu
constater que d’autres peptidases peuvent preadedais en I'absence de PepF.
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Figure 2-6 : Hypothése concernant Igarticipation de PepF dans les mécanismes de spioruet compétence chez
B. subtilispar hydrolyse des peptides de type Phr.

L’homologue de PepF chdz coli, OpdA, a été étudié pour différents aspects. Glast protéine

qui présente 53% de similarité avec Pepl dactisau niveau du site actif sur une longueur de 68
acides aminées, entre les positions 378 et 439ReplF et 457 et 525 pour OpdA et une similarité
globale de 10%. Comme pour les autres homologud2eg€&, plusieurs réles lui ont été attribués
par son implication dans des processus tres ditergiene codant OpdA a été identifié au cours
d'une étude dont le but était de trouver des géraescipant dans I'export des protéines (Emr,
1982). Il avait été observé que LamB, localisé dengartie extérieure de la membrane et
nécessaire au transport du maltose dszherichia coliétait pourtant mal localisée chez certains
mutants (Emr & Silhavy, 1980). Si cette protéinest’pas bien localisée, la bactérie n’est pas
capable de se développer dans un milieu conteaantltose comme seule source de carbone. De
plus, le phage. utilise LamB comme récepteur. Si elle n'est padsente a I'extérieur de la
membrane, la bactérie devient résistante au phag€ela fait deux phénotypes facilement
observables qui ont permis a Emr & Silhavy (1986)ddtecter des souches avec un défaut de
localisation de LamB (un défaut de sécrétion). lkécprseur de LamB s’accumule dans le
cytoplasme et n'arrive pas a étre secrété pourdpeesa place a I'extérieur de la membrane. Dans
une deuxiéme étude, Emr a cherché des « révera®dse phénotype dans le but de découvrir des
genes impliqués dans la sécrétion des protéinaskchmli. Les trois loci identifiés ont été nommés
prlA, priB et prIC pour « protein localization ». C’est PrlC qui & é&nommé ensuite OpdA. Ces
loci affectent la sécrétion de la protéine LamBnakmniere différente et I'effet des mutations n’est
observable que dans le cas d’'une induction deatestription de LamB (induction de la sécrétion)
par croissance sur un milieu contenant du maltageeron : malK lamB (Emr, 1982). La
participation de OpdA a été montrée également tlaseécrétion du gene P22 d’'un bactériophage.
La séquence du peptide signal n’est pas homologe#ieadu LamB, mais les mutants @@dA ne
sont pas capables d’exporter cette protéine noa (Donlinet al, 1992). Il s’agit de la méme
enzyme que celle identifiée par Novak comme uneyrapzcapable d’hydrolyser des peptides
signaux apres leur clivage chézcoli (Novaket al, 1986). Ces études montrent qu’OpdA participe
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a la sécrétion car elle est capable d’hydrolyserpptides signaux, mais il n’a pas été prouvd qu’i
s’agisse d'une signal peptide peptidase (SPPase).

Vimr et al. (1983) ont, de leur coté, décrit Opdénume une enzyme nécessaire cBaimonella
typhimurium pour utiliser N-acetyl-L-Ala comme seule source d’azote. Chez typhimurium
encore Conlin & Miller ont montré quepdAest transcrit avec une ORF se trouvant en ayalQ
(Conlin & Miller, 2000). lls ont montré quepdAetyhiQ forment un opéron qui est induit par un
changement de température et que son inductiomdége RpoH (un facteur sigma). lls ont trouvé
une séquence promotrice proche de celle du fadigmna32 pouropdA Le rble de ces deux
protéines dans la réponse au changement thermagte douteux, puisque les tailles prédites pour
opdAetyhiQ ne correspondent pas aux protéines identifiées ldaréponse au stress.

En conclusion, PepF et ses homologues sont desllopéfaidases cytoplasmiques avec des
spécificités de clivage tres larges qui ont étéitesccomme intervenant dans plusieurs processus
pleiotropes.

2.2.4.2YVv|B ou Eep (enhanced expression of pheromone)

YvjB, composée de 428 acides aminés dhelactis et d’'une masse théorique de 46 kDa, est une
protéine contenant un motif métallopeptidase. Saesdce permet la prédiction de quatre segments
transmembranaires ce qui suggere une localisatios th membrane. Aucune donnée n’existe sur
YvjB chez L. lactis Certaines informations peuvent étre obtenues rér ke I'annotation du
génome dd.. lactis et la comparaison de la séquence de YvjB avectréabactéries. Chdz
lactis les génesuppS, cdsA, yvjBet proS sont probablement en opéron. Ces genes codent
respectivement I'undecaprényl diphosphate syntbétagphosphatidate cytidil transférase, YvjB et
la prolyl-ARNt-synthétase. L'undecaprényl diphosighaynthétase participe a la biosynthése des
polysaccharides de la paroi cellulaire. La phosgdhte cytidil transférase participe a la synthese d
phospholipides. La prolyl-ARNt-synthétase est chard’attacher le résidu prolyl (radical acide de
I'acide aminé hydrophobe proline) a 'ARN (acideanucléique) de transfert.

b -

facteur d'zlongation TS |pridylate kinase | factsur recyclage ribosomal | pndscaprenyl dif synth. [phosphatidate cytidilil transf. | gep | profylRMA-synth.

~9500 p.b.

Figure 2-7 : Voisinage génétique dgvjB=eepchezL. lactis.

Comme Yv|B n'a pas été étudiée, nous présenteretsssous la famille a laquelle elle appartient
et la fonction de certains de ses homologues. BPregysimilaires a environ 50% sont présents chez
plusieurs bactéries Gram positiveStreptococcussp., Lactobacillussp, Lactococcussp. et
Enterococcussp. Chez ces bactéries, le voisinageydiB(eep)est trés conservé sur une région
d’approximativement 9500 pb (Figure 2-7). Des hargaks plus lointains de YvjB (environ 30%
de similarité) sont présents chez les bactériesnGrégatives. Les protéines similaires a YvjB ont
été regroupés dans la famille S2P (Rudeteal, 1999). Rudner et collaborateurs décrivent cette
famille comme une famille de métalloprotéases mmseles motifs HEXXH et NPDG, qui se
trouvent a l'intérieur d’'un segment transmembran@iudneret al, 1999). Les auteurs ont trouvé
plusieurs protéines appartenant a cette famillgufiei 2-8), dont la protéine S2P humaine (Rudner
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et al, 1999). Une troisieme région conservée est présdmdz plusieurs protéines de cette famille.
Il s’agit d’'un motif PDZ trouvé dans les protéingael et MmpA E. coli et Caulobactersp.
respectivement) mais qui n'est pas présente dant/EB (Figure 2-9) (Cheret al, 2005). Ce
motif est impliqué dans la reconnaissance de ppljges (Fuhet al, 2000). Des protéases comme
HtrA (L. lactis) et DegS E. coli)) possedent des motifs PDZ. Dans le cas de cettéede, le motif
semble étre impliqué dans la régulation négativeaderopre activité (Walsét al, 2003).

Les protéines de cette famille participent souvért protéolyse intermembranaire régulatrice
(RIP) (voir 2.1.2.5 ) (Browret al, 2000). La RIP est un mécanisme ou une protéaggbra@aire
produit des peptides de signalement au cours déétmadation de lipoprotéines et protéines
membranaires. La protéolyse intermembranaire sugramier clivage fait sur la protéine entiere et
agit donc sur un peptide de moins de 30 acidesésniDans la plupart des cas, la fonction du
peptide enlevé est inconnue. Dans le systeme SREBRI regulatory element-binding proteins)
humain, par exemple, la protéine réalisant la RIBta identifiée comme une métalloprotéase
membranaire. Elle s’appelle S2P et fait partie gleg€ines similaires a YvjB. La théorie proposée
par (Brownet al, 2000) est que, a l'origine, les peptidases mendiras étaient chargées de
dégrader des morceaux restants des lipoprotéinepieetce mécanisme a été développé, dans
certains cas, pour devenir un mécanisme de régulakel est le cas du RIP SREBP chez 'homme,
ou le peptide produit par S2P régule la transanptiles genes nécessaires pour la synthese de
lipides (Brownet al, 2000).

B. subtilis SpolvFB 23 LicluLivia[PRREasLfivEFSwWRI 58 117 146
B. subtills YydH 96 VIYFIMNIVLEPBAFIIYSLEFFERNF 121 184 213
M. tubercufosis  Rv0358 50 IAGWLVSLCLERAFrarTEWRFEDED 75 166 135
C. trachematis YaeL 10 araferninifPNBlirafIKaAvEHMsY 35 548 WIGLISVH 577
E. call Yael 12 IVAMGVLITVEMAFERIFwVINRRC[EVRY 37 382 FLALISVH 411
H. pylori HP0258 6 VLIMMAFLIFVLESARIFTIFARICIHVEY 31 279 FGAFLSIN o8
T. pallidum TPOEOD B wvv IVVLEEIRAFIFVAINLWCRVEY 33 3B0 FVALVCVS 409
A . seolicus ag_1964 7 LILIGVLVWVEHAPGErL MR LFRYEY 32 259 MMAFISLOMGIFIES ) 388
A. seolicus ag_1853 12 IPlExtn'ﬂ:L HeyvElreuflopr 37 143 EVVLINLVUGLE)Y 172
A. pernix APED915 74 LVGUMLLPLLVERIMEEIWLVMRLNRVPA 95 206 FASYVVFIVTFELERAIIVG M) 235
A. pernix APE1967 36 FVAVFLGFVLIFAAARKLVAYI RM[EMEKSs 61 138 AVVDVNAWFAFFLRERRIVE P 167
P . abyssi PAB1319 32 TPIFTRF\I’L hE V! YFgyys 57 143 :rl'rxvunwﬂlir BT 172
P.horikoshii  PHO351 137 SLGITISILGTERAMELIKIAATLHNVES 162 265 VAGWVGILVTFLUPATIAA o 294
T.maritima TMO890 7 ILIATGVIMVIESREIY LFESRLFEVEY 32 430 vWAVITISHGVLEBARIL P AR 458
A. thaliana T26B15.4 92 ITAavPTTIIVViRAs/Slrrnaflsrofiav 117 371 FAALLNEIN 400
H.sapiens S2P 161 FTAVLISGVVLBATEEIGIALIREQVRF 186 447 YLISLSGAURTIVIAvY raiblowiBusrL 476
.

Figure 2-8: Alignement des protéines appartenant a la famlé Bontrant les motif conservés chez plus de 50% de
protéines membres en noir (Rudeeal, 1999).

periplasm
N PDZ c IM space
HELGH NPDGYY | HELGH |
\./ mother cell
HEES cytoplasm
cytoplasm
CC1916 (MmpA) Yael SpolVFB

Figure 2-9 : Représentation schématique de la structure deéipestde la famille S2P ch€aulobactersp. (MmpA) ,
E. coli(Yael),B. subtilis(SpolVFB) (Cheret al, 2005).

Récemment, la phylogénie de la famille S2P a étdli& par Kinch et collaborateurs. lls
confirment que les caractéristiques les plus ceggsrsont trois segments transmembranaires, dont
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le premier et le troisieme contiennent les sitdalgtiques HEXXH et NPDG. Le domaine PDZ

n'est pas présent chez tous les organismes. Leigtraxsegment transmembranaire contient
egalement un motif conservé : GXXXN/S/G. Sur laebds leurs résultats et la prédiction de la
structure 3D prédite par Molscript (Esnouf, 1998s auteurs proposent un modéle tridimensionel
pour S2P dans lequel les deux sites catalytiquéoseent I'un en face de l'autre et le substrat se

trouve entre les deux (Kinddt al, 2006), voir Figure 2-10.
A ===~ Cytosol _.c B

r Lumen

+- PDZ

Figure 2-10 :Modéle de la topologie de S2P humaine. A) Représentdes segments transmembranaires de S2P
indiquant les acides aminés conservés et le mbif par un triangle. B) Modéle des deux sites ctitples
protéolytiques agissant sur le substrat représatité eux.

Les protéines les mieux caractérisées, apparténimfamille S2P chez les bactéries sont: YaelL
chezE. coli, YIuC et SpolVFB cheB. subtilis et Eep cheEnterococcus faecali@Antiporta &
Dunny, 2002; Chandler & Dunny, 2008) .

YaelL, aussi connu comme RseP (pour « regulatoigofssE , protease »), fait partie de la cascade
de réponse au stresg® ; elle participe a la dégradation d’un fragmenurd protéine
antic® (Akiyama et al, 2004; Bohret al, 2004). Dans des conditions normales, est séquestré
par la protéine membranaire RseA. Dans le cas digonamulation des protéines mal repliées dans
le périplasme, une réponse au stress est activéée pdivage de RseA par DegS. Ce premier
clivage rend RseA sensible a la dégradation parLYaei possede des sites actifs dans la
membrane. La libération de® permet la transcription de son régulon qui contiguiusieurs
protéines chaperonnes et des protéines particgsng la synthése de lipides, lipopolysaccharides
et la synthese du peptidoglycane. De plus, les genbéines Yael et DegS sont nécessaires pour la
dégradation de RseA, mais leur activité sur le sab®st indépendante. Par ailleurs, Bohn et
collaborateurs ont pu déterminer que les site®phgtiques de Yael sont essentiels pour la viabilit
de la cellule, mais que le motif PDZ présent nstligas. Méme avec une délétion de 40 acides
aminés dans le site PDZ, la reconnaissance et dkitgra de RseA ne sont pas affectées (Bethn
al., 2004)

YluC, l'analogue de YvjBchez B.subitilis, participe a la régulation de la division celluéaien
degradant FtsL par protéolyse (Bramkaetml, 2006), ainsi que dans la dégradation d'un facteur
anti-o" (Schobelet al, 2004). La réponse" est activé lors de stress alcalins et osmotiques et
contr6le la transcription de génes de détoxificatd transport. Schoblel et collaborateurs (2004)
ont montré que cheR. subtilisYluC n’est pas une protéine essentielle, mais édlsiles du mutant
négatif ne sont plus capables de sporuler.

SpolVFB est I'un des membres de cette famille leuxicaractérisé et souvent utilisé comme
exemple de la RIP (voir section 2.1.2.5 ). Cettatgine participe a la sporulation chBzsubtilis
(Rudneret al, 1999) Les auteurs ont analysé les deux motifs HEXXH PDI$ en détail par
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mutagenese dirigée. La substitution d’acides amilaés le motif HEXXH arréte la maturation de
précurseur du facteurs Dans le motif NPDG, c'est uniquement la subsdtitutde I'acide
aspartique (D) qui affecte la maturation du préeursce qui confirme que I'asparagine fait partie
du site actif. La structure de SpolVFB proposéeessticcord avec I'hypothése d'un clivage des
protéines substrats a I'intérieur de la membrardeda proximité de I'acide aspartique de NPDG et
du motif HEXXH pour accomplir un réle de ligatione d'ion métallique. Néanmoins, la
confirmation de ce mécanisme nécessite la purificaties protéines et une étude biochimique
détaillée (Rudneet al, 1999).

Les travaux de I'équipe de Clewell ont permis decériser la fonction de la protéine Eep ckez
faecalis. Il s’agit d'une enzyme qui présente une similad&69% avec YvjB dé. lactis Elle a

été décrite comme participant a la production depieromone cAD1, ainsi que d’autres
phéromones qui déclenchent la conjugaison. La ph@&ne cAD1 est produite par les bactéries ne
possédant pas le plasmide pAD1 dans le but de drodes donneurs de ce plasmide (@nal,
1999). Une fois le plasmide acquis, la phéromorestnplus détectée car la bactérie produit un
peptide inhibiteur codé par un géne plasmidiqueur RBAD1L, l'inhibiteur est appelé iIAD1 et
provient des huit derniers acides aminés d'un pe&tu de 21 acides aminés. Les auteurs ont
identifié la participation de Eep a la productioa ld phéromone grace a la comparaison de la
production de celle-ci entre des souches possétgnet d’autres souches ne possédant pas le gene
codant pour cette protéine. Par ailleurs, elleigpd aussi a la production d’autres phéromones.
Dans une étude postérieure, An et Clewell décrilemrécurseur de la phéromone cAD1 (An &
Clewell, 2002). Il s’'agit d'une lipoprotéine de 30&cides aminés (Cad). L'octapeptide
correspondant a la phéromone fait partie de la esémpi signal de 22 acides aminés de cette
lipoprotéine. Dans cette méme étude, les auteurmontré que Eep participe aussi a la maturation
de l'inhibiteur de la conjugaison, iIAD1. Le préceus est une petite protéine possédant également
un peptide signal avec une séquence similaire le cel précurseur de la phéromone (An &
Clewell, 2002). Les auteurs concluent que la métmades précurseurs de la phéromone et de
I'inhibiteur doivent étre le produit d’'un travad’équipe entre la signal peptidase Il et Eep.

L’équipe de Dunny s’est également intéressée aafticppation de Eep dans la production de
phéromones (Antiporta & Dunny, 2002; Chandler & Byn2008). Antiporta et Dunny (2002) ont
décrit la participation de Eep dans la conversiompcurseur CcfA en peptide cCF10. Ce peptide
déclenche également la conjugaison daetaecalispour le transfert du plasmide pCF10. La encore
le précurseur est une lipoprotéine. La phéromonseg¢ acides aminés se trouve dans le peptide
signal. Compte tenu des résultats obtenus paripéqde Clewell et de Dunny, un modele pour la
production de phéromones a été proposé (Antiporfaufny, 2002). Il implique I'utilisation de
précurseurs de lipoprotéines et I'hydrolyse par Bppes un clivage par la signal peptidase 1l et
finalement l'action d'une exopeptidase non ideétifiour obtenir la phéromone mature (Figure
2-11). Par ailleurs, il a été montré que Eep reatinla séquence N-terminale du peptide signal
gu’elle mature puisque la production de la phéromo@F10 est affectée si cette extrémité est
modifiee (Chandler & Dunny, 2008). Les auteurs éuntdié I'action de Eep sur des séquences
semblables aux peptides signaux sans que la psetsignal Il les ait clivés. Ces résultats indiduen
gue I'action de Eep est indépendante de celle digital peptidase Il (Chandler & Dunny, 2008).
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OOH
CCfA exopeplidase

||poprote|n \n\. _» m"\]ﬂ\f’ _p.\_\ﬂ\-m

signal peptidase ||
Figure 2-11 :Modeéle pour la production de la phéromone cCF1Gipanta & Dunny, 2002).

Récemment, le clivage alternatif du peptide sighiahe lipoprotéine, réalisé par I’homologue de
YvjB chez Streptococcus uberien absence de la signal peptidase Il a été d@&=ithamet al,
2008). Les auteurs proposent que I'homologue devj@Ypourrait participer au maintien de la
sécrétion en cas d’absence de la signal peptidak® laccord avec les clivages du peptide signal
connus chek. faecalis(Antiporta & Dunny, 2002), la partie clivée est ploourte que le peptide
signal. Ces résultats indiquent que I'homologuerdi clive le peptide signal de lipoprotéines a
un endroit différent que la signal peptidase Il,isni& n'est pas tres clair dans quel ordre se
succedent ces clivages et si un est nécessairegpeuiautre puisse étre réalise.

En conclusion, les peptidases similaires a YvjBaajnnent a la famille S2P participent a la

maturation de protéines, principalement les liptgines, libérant des peptides de signalement qui
possedent des propriétés de régulation a I'intéoeala I'extérieur de la cellule.

2.2.4.3YaiH ou la prényl-peptidase CAAX

YaiH, composée de 236 acides aminés et d’'une npssite de 27kDa, est une peptidase faisant
partie de la famille de CAAX prényl-endopeptidastes type Il (Pei & Grishin, 2001). La
prénylation (addition de molécules hydrophobes& pnotéine) est cruciale pour le fonctionnement
et I'identification de plusieurs protéines chez ¢éesaryotes (Clarke, 1992). Le groupement prényl
est attaché a la cystéine du motif CAAX. Ensuigefripeptide AAX est enlevé par une prényl-
endopeptidase. Deux types de prényl-endopeptidases connus. Ceux de type | sont des
meétalloprotéases dépendantes du zinc avec un RHIBXIXH. Les prényl-endopeptidases de type II
possédent trois autres résidus conservés, potentait impliqués aussi dans la liaison d’'un ion
meétallique (Pei & Grishin, 2001). Il s’agit d’'uneiserfamille de prényl-endopeptidases CAAX
retrouvée chez les archaea et les plantes, ecydatiArabidopsis thalianaou elle a été étudiée en
détail (Cadifianost al, 2003b).

Les prényl-endopeptidases ont surtout été étudakex les eucaryotes, leur rbéle chez les
procaryotes reste mal connu. Chez les eucaryotéss earticipent a la maturation post-

traductionnelle des protéines. Ainsi ch€aenorhabditis elegans)ar exemple, deux prényl-

endopeptidases CAAX ont été identifiées. Elles sesdentielles pour la maturation des Ras-
GTPases qui contiennent le motif CAAX (Cadifianetsal, 2003a). De plus, des protéines
appartenant a cette famille ont été étudiées cagpdrasites comnigipanosomasp. (Gillespieet

al., 2007).

Ce qui semble intéressant chez cette famille ddégaeges est son universalité dans le monde vivant.
Cependant, le voisinage des prényl-endopeptidasss pas conservé. De plus, chiezlactis,
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plusieurs copies avec différents degrés d’homolagia prényl-peptidase de réféerence (CAAX de
L. lactissubspcremoris,utilisée dans la description de cette famille @@&rishin, 2001)) existent
(Tableau 2-2). Ces copies sont entourées d’espatageniques grands et/ou de transposases,
indiguant des possibles transfert horizontaux. étice de plus de ces acquisitions est donné par la
déviation de ces genes en ce qui concerne l'indliceage de codons moyen ldelactisIL1403. La
copie la plus homologue a la prényl-endopeptidasestérence présente un biais par rapport a cet
indice, renforgant I’hypothese d’un transfert honital (Figure 2-12).

Tableau 2-2 :Similarité des copies des prényl-endopeptidasewéoche.. lactis|L1403 avec la prényl-peptidase de
L. lactissubspcremorisutilisée dans la description de la famille des pk&mdopeptidases par Pei et Grishin (2001).

Gene| E-value | Similarité (%) | Identités
1 |yaH| 2M° 83 191/230
2 | yaF | 2% 32 721222
3 | yaF | 2% 31 63/200
4 | ybdl| 8% 29 66/221
5 | ybdl | 2% 31 51/163
6 | yxdF| 2% 31 56/178
7 |yvdC| 2° 27 60/222

frequency classes of the codon adaptation index
1200 T : . r

Larctacaccus lactizs TL1403

1000 ¢

0o -

600 +

number of genes

400 -

200

0
0 0.2 0.4 0.6 0.6 1
codon adaptation index

Figure 2-12 :Histogramme du nombre de génes appartenant a asgeal’'indice d’'usage de codons. Le trait rouge
indique la valeur de cet indice pogaiH.

En conclusion, YaiH est la peptidase d’intérét laima connue chez les bactéries et dont plusieurs

copies sont présentes chiezlactis IL1403. Pour cette raison, nous avons étudié eorif@iles
peptidases PepF et YvjB au cours de ce travail.
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2.3 Prédiction du rble des protéines

Il est difficile de savoir quel est le nombre dengg codant des protéines de réle inconnu dans un
organisme au génome séquenceé. Rares sont lesxXrepfaportés dans la littérature concernant ce

sujet. Fukuchi et Nishikawa se sont par exemplérasisés a la prédiction du nombre de genes
potentiels dans les génomes bactériens (Fukuchiskikwa, 2004). Selon les auteurs le nombre

de géenes potentiels varie de 25 a 50%. lls démuntyee la proportion de genes potentiels est

corrélée a «l'index disolement de I'organismensesuré par la similarité de séquences. Cela
permet de connaitre le nombre attendu de vraissgpatntiels dans un génome. Le nombre de
protéines de réle inconnu est en tout cas trésdgesrcela a motivé le recours a des approches
statistigues et mathématiques afin de prédire tks r@e protéines. Certaines de ces approches
seront présentées dans cette section.

2.3.1 Approches existantes

Le séquencage qui a permis d’identifier des géondartt pour des protéines inconnues a, dans un
méme temps, permis l'obtention de données « géngmig a haut débit telles les données
transcriptomiques. Pour aller plus loin dans ladtéon des roles des protéines identifiées par le
séquencage que l'annotation des génomes, plusiettieodes ont été proposees. Elles utilisent les
données genomiques disponibles pour tous les g#naesorganisme pour estimer des réseaux
métaboliques, de régulation de génes ou des résami®raction de protéines, ou encore pour
classer les protéines dans un groupe fonctionnébmpte tenu de l'avénement des données
génomiques a haut débit, des méthodes d’analys@diction sont publiées constamment depuis la
fin des années 1990. Une des premieres revues thoaes utilisées pour la modélisation et la
simulation de réseaux de régulation de genes aéatisée en 2002 (de Jong, 2002) et déja une
panoplie de méthodes basées sur difféerents mod&les présentées : méthodes bayeésiennes,
réseaux booléens, équations différentielles ordbsaiet aux dérivées partielles, équations
stochastiques, formalismes a base de regles. Delmsismémes modeles, utilisés de maniére
différente ou de nouveaux modéles ont été mispadidve pour la reconstruction et la modélisation
de réseaux de genes et il est presque impossiblaige une revue exhaustive de toutes ces
méthodes. On distingue les méthodes selon dewrasiessentiels qui sont leur caractere supervisé
OU non supervisé et leur acceptation ou non acieptde données hétérogenes. Dans cette section,
je présenterai donc quelques méthodes relevanesleriteres (Tableau 2-3) et m’étendrai plus
particulierement sur I'analyse de corrélation cago@ batie sur des noyaux &ernel canonical
correlation analysigKCCA), qui nous a servi pour la prédiction delesédes protéines.
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Tableau 2-3 :Synthése des méthodes de prédiction des rolesdgsnes. NS : Non-supervisée. S : Supervisée. Int

intégration de données ;

Auteurs NS S Int Modele
Friedmann et al. 2000 oui - - Réseaux bayésiens
Approches | Kauffman 1993 oui - - Booléen
basées sur | de Hoon et al. 2002 oui - - Equations différentielles
des Schéfer & Strimmer 2005 oui - - Modele Gaussien
modeles | Meinshausen & Bithimann 2006 oui - - Modele Gaussien
statistiques | Westra et al. 2007 oui - - Equations différentielles
Werhli & Husmeier 2007 - oui oui | Réseaux bayésiens
Yamanishi et al. 2003 - oui oui | Méthode a noyaux (KCCA)
Covert et al. 2004 - oui oui | Booléen
Approches Qi et al. 2005 - ou? 0u? Fo}réts alé\atoires
basées sur Kato et al. 2005 - oui oui Meth,odg a noyaux (em)
la similarité Aerts_ et al. 2006 - non oui | Corrélation
asimi De Bie et al. 2007 oui | oui | Méthode & noyaux (SVM)
Bleakley et al. 2007 - oui oui | Méthode a noyaux (SVM local)
Von Mering et al. 2007 - oui oui | Transfert d'interactions connues
Text mining | Kim etal. 2007 - oui - Méthode a noyaux

Le défi est d'utiliser les données disponibles @'unaniere intelligente pour prédire le réle des

protéines inconnues alors que le nombre d'échansll(hybridations sur microarray, génomes

séquences, etc.) est trés inférieur au nombre et®ljgénes). Les données de prédiction ou
d’'inférence de roles vont utiliser les données gégaes pour produire des réseaux de protéines et
renseigner comment les protéines sont reliées eligs. Les liaisons peuvent étre de différentes
sortes comme la catalyse de deux réactions sugessgans une voie métabolique, ou aussi des

relations de régulation génétique.

A ce stade, il est important de clarifier que letbjl’étude de ces méthodes est le géne ou la peotéi
codée par un gene, selon le type de données uMidde si la différence au niveau biologique est
claire, les deux objets sont confondus dans lesysem qui visent la prédiction de roles de
protéines. Le résultat de ces prédictions est twgjan réseau d’interaction entre protéines, pgisqu
la participation a une méme fonction ou une fomcpooche est prédite. Par contre, les données qui
sont utilisées pour I'analyse peuvent concerner gesescodant cette protéine (les données
transcriptomiques, profils phylogénétiques, distasar le chromosome) ou les protéifdsnnées
double-hybride, localisation dans la cellule, gepties voies métaboliques) ou toute autre

information y compris la littérature scientifique.
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2.3.1.1Méthodes non supervisées et sans intégration deses

Modéles dynamiques
Ces modeles concernent des données temporellesdéieremieres méthodes pour inférer un

réseau de régulation de génes a été présenté p#maa (Kauffman, 1993). Elle considére des
données quantitatives obtenues pour une colledigoprotéines. C’est une méthode basée sur des
réseaux booléens. Dans cette approche, une degpesrapproximations qui est faite est de décrire
I'état d'un gene comme actif (1) ou comme non ggl)fet donc si les produits de ces géenes sont
absents ou présents. Les interactions entre geegemt étre représentées par des fonctions
booléennes qui calculent I'état d'un géne a palein’activation d’autres géenes. Le résultat est un
réseau booléen. Un vectexde taillen représente I'état d'un systéme de régulatiom é&ments.

Chaquex; a la valeur 1 ou 0, et I'espace du systeme pdurcanporter2” états. L'étatX d'un

élément au temps+ @&st calculé par une fonction booléenne, ou régl?e partir de I'état d& des
n éléments au moment(k peut différer d’'un élément a l'autre). En résuted, dynamiques d’un

réseau booléen décrivant un systéme de régulationdonnées par X (t +1) :6,(5(('[)), 1<i<n,

ou 6, projettek entrées sur une valeur de sortie. Un exemple estrénen Figure 2-13 (de Jong,
2002) . Si les trois genes sont inactivés au tetm(P90), en utilisant les fonctions (les régles) de
'exemple, au tempg + ,lle systéme va changer pour I'état (011), ou dgemes seront activés

(voir le diagrammewiring diagran) Figure 2-13c).

1(¢+ 1) = &2(2) or £3(2)

d(t + 1) = & (&) nor £3(¢) M
$3(t + 1) = £1(¢) nand £3(t)
1 2 3 t+1

or nor nand

(a) (b) (e)
Figure 2-13 :a) exemple de réseau booléen, b) les fonction sporedantes, ¢) Miring diagramme (de Jong, 2002).

(]
W
-

Les réseaux booléens sont faciles d’'applicatiopeetzent étre analysées efficacement, néanmoins,
ils ne permettent pas de tenir compte de désynidations du changement d’état des genes (de
Jong, 2002).

Les équations différentielles sont aussi tressdés pour modéliser des systemes dynamiques en

science et sont aussi souvent employées pour Yemat I'inférence de réseaux de génes. De Jong
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présente plusieurs cas d’étude ou des équations tige sont utilisées pour modéliser le taux de
production d'un composé au cours du temps. Ces le®dsont basés sur des équations
différentielles ordinaires, linéaires par morceagxalitatives, aux dérivées partielles (de Jong,
2002). Je présenterai uniguement un exemple d#isaiton d’équations différentielles pour la
construction de réseaux de genes proposé par Waisti@laborateurs (Westrt al, 2007). Cet
exemple est basé sur un modéle dynamique linéairanorceaux fiecewise linear state space
mode) pour la reconstruction des réseaux de genestia gardonnées transcriptomiques. Dans un
modele dynamique les relations entre génes pe@ntécrites en temps continu ou discrets. Pour

modéliser les dynamiques du réseau d’interactienalateurs proposent d'utiliser une équation

différentielle stochastiquex = f (X, u|9) +£(t), oux(t) est le vecteur d’état (state vector) qui donne

I'expression ded\ genes (niveau d’ARN) au momentu(t) représente leB variables de controle

du systeme (comme par exemple les agents toxigueq}) est un terme de bruit blanc gaussien.

Ce formalisme permet de représenter un systemepasse par différents états transitoires et
stationnaires (attracteurs). Si on associe a @haytracteur une cellule dans l'espace des

configurations, alors, sous linfluence d'effetstaaxies u(t) ou aléatoiresé(t )il peut s’éloigner
d'un attracteur et continuer son parcours. Ainsiest possible d’approximer la dynamique du

systeme, dans une celldjeautour du point d’équilibreg(e'g par:

0 (1)
0 )+ F0 = )+ Bu)

X(t)= ou

Autour du point d’équilibre, le systeme dynamiqust eepresenté par un modele linéaire.
L’approche de Westra consiste alors a identifies sigstemes de régulation de genes a partir de
données transcriptomiques temporelles. Pour celadeeurs estiment les matrices d’interactions de
géenes locales (par morceau) directement reliées au graphe du réseau de tégubtie genes. De
plus les matrice® vont donner I'information qui relie les genes aemtrées qui perturbent le

systeme.

Les approches présentées ci-dessus sont basdasrmaélisation des interactions selon un modele
précis et il est nécessaire que la dynamique d&sattions s'adapte au modéle pour que la

reconstruction des réseaux soit correcte.

Modéles statistiques :
Au lieu d’essayer de caler un modeéle aux interastientre genes, il est possible d'utiliser des

modeles statistiques basés sur la probabilité dretaion entre genes. On peut noter parmi ces
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modeles les réseaux bayésiens (Friedretiral, 2000) et les modéles graphiques gaussiens
(Meinshausen & Buhlmann, 2006; Schafer & Strimr2é05).

Modéles statistiques : Réseaux bayésiens
Friedman et collaborateurs proposent une procéthaeie sur des réseaux bayésiens (Friedgmnan

al., 2000) et utilisant des mesures d’expression adegépour déceler des interactions de genes

chez la levure. Un réseau bayésien est un modeleppésente la dépendance probabilistique entre

objets interagissants. Il est défini par un graﬁhe(V, E>. Les nceuds 0V, 1<i <n représentent
les genes (ou d’autres objets) et correspondenvadables X, . Sii est un géne, alob§ décrit le
niveau d’expression de Pour chaqueX; une distribution conditionnellep(xi|parentixi)) est

définie ou parents(X) désigne le régulateur direct dedlansG. Le grapheG et la distribution

conditionnellep(Xi|parents{Xi)) définissent un réseau bayésien et une distribut@mprobabilité

associé p(X). On a donc indépendance conditionnelle Xenondesc(¥|parents(X), soit:

p(X)= I_J p(Xi|parent$Xi)). Friedman et collaborateurs ont proposé un algoet heuristique

pour la reconstruction de réseaux bayésiens a pirtilonnées d’expression de génes et prennent
en compte le fait que le nombre de genes dépasgemant le nombre d’échantillons. Au lieu
d’essayer de retrouver un seul réseau qui repeesenmieux un jeu de données d’expression de
genes, ils explorent des réseaux avec des casdicfées communes (appartenant a une méme
classe de réseaux). lls cherchent des relatiomMdadlkkov et causales entre paires de varialy|ex

X (Friedmanret al, 2000).

Les réseaux bayésiens peuvent étre utilisés méraadgle systéme n’est pas completement
spécifié. De plus, ils permettent de réduire la plaxité du probléme de reconstruction sans avoir
recours a des modéles trés précis. Les réseausibagéstatiques comportent certains limites et
notamment I'impossibilité de prendre en compte feeslbacks. Certains de ces limites sont levés
par les réseaux bayésiens dynamiques (Werhli & liem2007), voir section 2.3.1.2 .

Modéles statistiques : Modéles graphigues gaussiens

Plusieurs méthodes d’interaction entre entitésiscpar un ensemble de « mesures dans ont

été proposées ces dernieres années pour retroaserelitions entre genes a partir de données

d’expression. Chacun degénes étudié est alors décrit par un vecbéur R" correspondant aux

conditions expérimentales. Caslonnées sont considérées comme des répétitions miodeélise
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X =(X,...,X,) par un modele graphique gaussien, soit N(x,Z . D¢ cette modélisation resulte
la propriété suivante :

XX ~N(,07), i=1,...p ol g =) 6x; et g/ ne dépend pas deX, soit encore

j#i

X; =) 6,X, +& avecE(s;) = Oet g indépendant d&X; O ,;, X_; =(X

=i
JE

Xy X X).

La loi de X; conditionnelle aX; est donc gaussienne. Il y a alors équivalence datraillité de

certains coefficient#, et 'indépendance conditionnelle.

A un modéle gaussien on peut faire correspondrgraphe non dirigéG =(V,E )ayant pour
sommets lep variables et pour aréte 'ensemlide Il y a une aréte entre les sommie&t | si et
seulement si, les variablé$ et X; sont conditionnellement dépendantes toutes legstriables

X, données. De cette correspondance entre modelsigawet graphe vient le terme Modele

Graphique Gaussien (Lauritzen, 1996).
On définit alors le voisinage de&eomme les sommejgour lesquels il existe une aréte emtegj et
qui ont la propriété de Markov localX. vérifie la propriété de Markov locale au sommedar

rapport au graphés si X est indépendant de ){j,jDV\(\/(i)D{i})} conditionnellement a
{Xj ] DV(i)}. D’un point de vue pratique, inférer des relatidmisctionnelles entre génes revient

alors, dans le cadre d'un modéle graphique gausaieeconstruire le graph@ et une aréte entre
sommets signifie une dépendance entre les donregwession entre chacun de ces genes, méme

lorsque I'on considére les données d’expressices lidux autres genes. Des indépendances sont
-1

trouvées en inversant la matrige &, = —#

i,
Dans le cadre de l'inférence a partir de donnéegperiences transcriptomiques, le nombre de
variablesp est souvent tres supérieur au nombre d’expériegickesmatriceZ n’est pas inversible.
Partant de la plusieurs auteurs (Meinshausen & rBéhh, 2006; Schafer & Strimmer, 2005;

Verzelen & Villers, 2007) ont proposé des méthod&stimation du graphe (c’'est a dire de

coefficients de corrélations partiell€f$ ).

Une des premiéres méthodes basée sur un model@qgragaussien dans un cadre bayésien a été
proposée par (Schafer & Strimmer, 2005). Pour testaction d’'un graphe, les corrélations élevées
entre deux genes, qui indiquent une interactioactdy;, sont utilisées. Les corrélations par paiees s

trouvent dans la matrice de corrélations partielfgs-(77;). Ces coefficients représentent la
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corrélation entre génasetj conditionnellement a tous les autres genes. Laiceaf] peut étre

obtenue par sa relation a l'inverse lgla matrice de corrélation®our reconstruire un graphe

d’interaction de genes a partir de la matrice deétations partielles estimé¢;| , des tests
statistiqgues sont réalisés pour déterminer qusthes les corrélations significativement différentes
de zéro et déduire un graphe dont les arétes pamdsnt a des corrélations non nulles. Comme la
matrice de covariance n’est pas inversible, leswgtproposent alors d’utiliser une matrice pseudo-
inverse de Moore-Penrose. La matit@eut étre décomposée &=UDV ' ol D est une matrice

diagonale carrée de rang< min(n, p . la matrice pseudo-inverse® est alors définie comme

P* =vD™U ' ol uniqguement l'inversion dB est nécessaire. De plus, une approche bootsttap es

utilisée pour stabiliser I'estimateur dé. Enfin, les auteurs utilisent des tests multifdasés sur le

FP

taux de faux positifs (FDR : false discovery rafeDR=FE ———
P ( y rate) (TP+ FP

j, ou FP=faux positifs et

TP=vrais positifs) pour choisir les corrélationgrsficativement différentes de zéro. D’abord une
liste de p-values ordonnée est calculée, une valeur pour chaque qétentielle. Ensuite,
I'hypothese nulle d'une corrélation nulle est régefpour un nombre d’aréte contrélant le FDR.

Cette méthode a été implémentée sous R.

Meinshausen et Biuhlmann proposent une méthode naliiee s’appuyant sur leLasso
(Meinshausen & Buhlmann, 2006). Lassoest une méthode de sélection en régression linéaire

Elle permet de minimiser la somme de carré ded€babituelle avec une contrainte sur la somme

s=2‘6’j‘de valeurs absolues des coefficients. De maniewe/agnte cette approche consiste a

optimiser une fonction objective pénalisée dans w®Bpace de grande dimension:

min>_(x =Y. x)? +AZ‘9}‘, ou A est un paramétre de pénalisation. Cette mininoisgieut
6 1= 7 i

conduire & deux graphes distincts selon la défimitie voisinage choisiei:~ sj 6, #0086 #0

ou encorel ~ Bi HJ‘. 2006’ 20. Sisest trés large (o faible), la contrainte n’a pas d’effet et la

solution est celle des moindres carrés habituBlémnmoins, pour desplus faibles, les solutions
sont différentes. Souveatest choisi par validation croisée. Les auteurp@sent aussi de contréler

le taux d’erreur (Meinshausen & Buhlmann, 2006).

Une méthode récente, pour tester la complétude gfaphe d’un modéle gaussien, a été proposée
(Verzelen & Villers, 2007). Au contraire des méthedprésentées plus haut il s’agit de tester un
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graphe existant et non pas de déduire un nouveéawus supposons l'existence d’'un vecteur
avecn échantillons et un graph®, la méthode proposée consiste a tester I’hypothesésuit la
propriété de Markov locale au sommepar rapport au graph® » contre I'hypothése contraire.

C’est un test de voisinage dont I'objet est deetesll y a des voisins manquants. Ces tests sont

réalisés dans un cadre ou la puissa %) ou TP=vrais positifs, FN=faux négatifs, est

controlée.
Les modeles statistiques présentés dans cetteorseposent sur un formalisme solide et
permettent de tenir compte des aspects stochastipibexpression de genes et du bruit inhérent a

ces données.

2.3.1.2Méthodes supervisées et permettant I'intégratiacdbnées

Il est clair que les méthodes présentées plus peuvent étre utilisées dans certains cas, par
exemple quand le modéle des interactions entresgesiebien caractérisé et peut étre modélisé
facilement ou quand les données disponibles refleteés bien les interactions recherchées.
Cependant, dans le cas de questions plus généralasje la reconstruction de réseaux de géenes
globaux, des méthodes plus générales sont néassBie plus, souvent des informations autres
gue le niveau d’expression des genes sont dismangar les genes eux mémes et les protéines
codées par eux : interactions physiques obtenuesiqble-hybride, voies métaboliques, profils
phylogénétiques, localisation dans la cellule (deszeucaryotes), structure de protéines, relation
obtenues par I'analyse de textes, entre autress Deite section nous présentons des méthodes de
reconstruction de réseaux de genes qui incluerdpmentissage a l'aide de parties connues du
réseau (méthodes supervisées), ainsi que des reétlyudl permettent I'utilisation de différents
types de données. Les formalisme pour pouvoirg&alin apprentissage et pour pouvoir inclure
des données provenant de sources diverses sortiff@entes d’'une méthodes a l'autre. Encore
une fois le nombre d’approches existantes ne pepagete faire une revue exhaustive. Comme la
meéthode utilisée pour faire les prédictions degdale protéine dans ce travail est supervisée et
permet l'intégration de données, d’autres méthaaablables seront présentées. Les méthodes
choisies montrent une évolution dans la maniérpmt@acher la reconstruction de réseaux de génes.
D’abord, les méthodes ont été améliorées par gnaitdon de différentes sources de données, ce qui
a, dans un premier temps, conduit a une simpliinades données (Aer&t al, 2006; Covertt al,

2004; Qi et al, 2005) pour passer ensuite a des représentatiemsddnnées plus fidéles et
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permettant de garder le plus d’'information possdamme les noyaux (De Bt al, 2007; Kimet

al.,, 2008; Yamanishiet al, 2003). Une autre évolution a été faite passanmnel’ simple
classification des génes en deux classes (ints@gisnon-interagissant) (@t al, 2005) a une
modélisation plus compléte des interactions (WethHusmeier, 2007). De nouvelles approches
statistiques plus sophistiqguées basées sur laasit@iket permettant le contréle de faux positifs on
été aussi développées (Aegtsal, 2006; De Bieet al, 2007).

Méthode itérative basée sur un modéle booléen
Dans cet esprit d’intégration d’informations dépdstantes, Covert et collaborateurs ont construit

un réseau métabolique et de régulation de géndédrn(base sur des regles simples) intégrant des
données disponibles dans la littérature et dessbhadsealonnées (Coveet al, 2004). L’'approche
proposée par les auteurs est une approche itérnaistant d’abord en la construction du modeéle
avec les données disponibles (littérature et baseslonnées) et ensuite en la réalisation des
expériences de laboratoire. Les résultats des iexpés sont ensuite utilisés pour corriger le
modele qui avait prédit un phénotype de croissatwdraire au phénotype observé. De cette
maniére les expériences ont permis de compléteoreiger le modéle. La méme approche a été
utilisée pour prédire et ensuite vérifier les gedest la transcription serait affectée par un manqu

d’'oxygéne. L'approche est réesumée en Figure 2-14.

Gene expression study

* Added new rules for 78 genes

* Removed old rules for 27 genes
¢ Changed old rules for 10 genes
 Total of 115 changes in

Prediction and regulatory rules

data generation

Step two: Compare
new observations to

iMc1o10v1 g?g:j?CLgca’ngnal Interpretation
* Phenotypic predictions
—-79% (10,828/13,750) accuracy
® Expression predictions
—49% (23/47) accuracy
-15% (23/151) coverage
iMC1010v2
. * Phenotypic predictions
el e Z 79% (10838/15,50) accuracy
on available data * Expression predictions

—98% (100/102) accuracy
‘ - 66% (100/151) coverage

I e Step three: Expand model
teration "TTtee..... A - )
via hypothesis generation

Figure 2-14 :Représentation de I'approche utilisé par (Coeerl, 2004) ou d’abord un modéle booléen est construit,
puis vérifier et compléter avec des données exgdriates, ce qui conduit & un modéle plus complet.

Transfert de connaissances sur les relations eggres
Il est important de citer la base de données cgladlle STRING lfttp://string.embl.d¢/(Von

Mering et al, 2007) ici, parce gu’il s’agit d’'un outil qui chere a prédire des relations entre
protéines. Il ne s’agit pas vraiment d’'une méthowes d’un programme qui transfere les relations

connues entre protéines chez un organisme modé&leosganismes moins connus. D’abord,
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I'information sur les relations connues entre graé est recueilli dans plusieurs bases de données
et complétée par des recherches de text-mininguitengles interactions sont prédites compte tenu
de la similarité entre protéines, les motifs commeh le voisinage de genes (Von Meriglgal,
2007). Dans STRING les prédictions sont faitslaurase des données qui sont disponibles dans la
base. Si par exemple uniquement des données daagessont disponibles, les prédictions seront

faites uniguement sur la base du voisinage et safors assez incomplétes.

Méthodes statistiques : foréts aléatoires

Qi et collaborateurs proposent une approche foedéta similarité de classement a 'aide de foréts
aléatoiresandom forestspour prédire l'interaction de paires de protéinssfont I'apprentissage
d’arbres de décision (qui composent la forét alégten s’appuyant sur des sources de données
différentes (Qiet al, 2005). Les données génomiques sont utilisées l@ogonstruction d’un
vecteurX; ad dimensions pour chaque paire de protéines. Chanuée de ce vecteur résume un
jeu de données donnant un attribut a la paireefample, une valeur qui exprime si les deux génes
sont régulés par le méme facteur de transcriptiote @oefficient de corrélation entre leurs profils
d’expression. Une fois ce vecteur construit la mtémh d’interaction entre génes est abordée par
les auteurs comme un probleme de classificatioaifgin la paire de protéineéinteragit-elle ¥i=1)

ou pas Yi=-1)? Néanmoins, il est nécessaire de tenir comptaaines caractéristiques propres a
ce probleme de classification. Le nombre de paiogsinteragissantes est beaucoup plus élevé que
le nombre de paires interagissantes. Chaque paipaléines est resumée par un veckuaux
composants scalaires ou catégoriels. Pour gératiffiesiltés, la classification est divisée en deux
parties : 1) Utilisation d’'une forét aléatoire (kmtion d’arbres de décision) pour déterminer la
similarité¢ entre paires de protéines. Plusieursrearbde décision sont construits par un
échantillonnage bootstrap. Un nombre m<<M (M ékamtombre total d’attributs) est choisi pour la
séparation d’'un noeud, m est choisi aléatoiremeparéir de M. Pour une forét aléatoiagnsi
construite, la similarité entre deux paires de ginmsX; et X, est calculée en propageant leur

valeurs le long de la forét. La position finaleathaque paire est retenue.Bi=(Z,,,...,Z,) (resp.

Z,) est la position d&; (respectivemenk;) dans les arbres de la forét, la similarité eMdret X,
K

est: S(X;,X,) =%ZI (Z, == Z2,). 1) Utilisation de la similarité pour classifierdepaires de
i=1

protéines en interagissants ou non-interagissa#sebsur un algorithme de k plus proches voisins.
Les auteurs ont appliqué I'algorithme pour recanstrune réponse a une phéromone connue chez

la levure retrouvant parmi les interactions détest70% d’interactions connues, 5% d’interactions
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fausses et 25% d’interactions putatives.

Méthodes statistiques : réseaux bayésiens (statiquelynamiques)

Werhli et Husmeier proposent une approche pouet¢anstruction de réseaux de régulation de
génes basée sur des réseaux bayésiens. Leur mditwdet |'utilisation de différents types des
données (en plus des données transcriptomiquesgmant de connaissancaspriori (Werhli &

ou

Husmeier, 2007). Chaque soureg, d’a priori est représentée par une matrge=(B;), ., ,

B® est une matrice traduisanalpriori; B} vaut 0.5 lorsqu’on a pasalpriori par rapport a une

aréte entra etj, >0.5 (resp. <0.5) s’il y a une forte (faible) poénption pour I'existence d’'une

aréte. lls définissent alors une fonction qui meslar correspondance entre un gra@et les

p
connaissances biologiquaspriori qu’ils appellent fonction d'énergieE (G) = z
ij=1

B -G,|. Les

différentes sourcess=1,...,S,sont enfin combinées dans une distribution de &ithd la forme

-3 B,E,(G)
P(G|,8l,...,,83)=hou B.,....0s sont des hyperparamétres. lls utilisent une proeed
vl

d’échantillonnage MCMC (Monte Carlo Markov Chairgup simuler la distribution des réseaax
posteriori et inférer simultanément le réseau et des hypampetres. Ceci leur permet aussi

d’évaluer I'importance relative des différentesre®s de connaissancapriori.

Méthodes statistiques : classification basée switalarité

Une méthode permettant également lintégration clendes a été proposée par I'équipe d’'Yves
Moreau (Aertset al, 2006) et ensuite améliorée grace a I'utilisatiernoyaux par la méme équipe
(De Bie et al, 2007). Les auteurs s'intéressent a l'identifimatide génes impliqués dans des
maladies humaines. Leur approche est disponible alogiciel Endeavor. La prédiction de liens
est basée sur la similarité des géenes candidats gahes d’'un ensemble d’apprentissage constitué
de genes connus pour participer a la méme maladaes maladies similaires. Pour chaque gene
candidat et chaque source de données un rangleskécqui reflete la similarité du géne candidat
aux genes de I'ensemble d’apprentissage (voir btEgure 2-15). Les géenes de chaque source de
données sont alors agrégés pour obtenir un ramgem@ar rapport a toute les sources de données
utilisées (voir step 3 Figure 2-15), (Aedsal, 2006).
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Step 1

Data source

I Training m

Select known Repeat this A BCDEFGHIJ K

(training) genes procedure
for all data vl
Extract from each  sources (A—K) Assemble characteristics of the
data source information training sets for all data sources

specific for known genes

Step 2

Test for similarity with
characteristics of the training sets

A > K

Select candidate
(test) genes

Obtain rank (1—n) of each
prioritization per data
source (A—K)

Fuse data by
order statistics

Obtain one overall rank (1—n)

Figure 2-15 :Schéma de l'algorithme Endeavour (Aegtsal, 2006). Sources de données A-K : A) Résumés diasti
scientifiques, B) Annotation fonctionnelle, C) déeis d’expression de genes, D) données provenals base de
données Ensembl, E) dynamique de protéines (lmigrpy) interaction entre protéines (base de donBéN®), G)
participation a une voie métabolique, H) modeélesréfgulation encis, 1) motifs transcriptionels (TRANSFAC), J)
similarité de séquences (BLAST), K) autres soudmdonnées qui peuvent étre rajoutées.

2.3.1.3Méthodes a noyaux

Aprés avoir introduit les méthodes qui permettantdalisation d’'un apprentissage et l'intégration
de données nous allons nous intéresser maintenamh@hodes a noyaux qui, en plus de ces deux
caractéristiques, ont en commun le fait que lesndes sont représentées sous forme de
comparaison entre objets, par des noyaux. Comsneé&thodes que nous présenterons a partir de
maintenant utilisent toutes ce type de représemtate données, c’est le moment d’introduire les
noyaux et I'astuce du noyakefnel trick, éléments principaux des méthodes a noyaux.
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Les noyaux
Les noyaux semi-définis positifs ont été utilisémpla premiére fois par Aronszajn (Aronszajn,

1950). Mais ce n’est que plus tard que l'astucendyau, essentielle dans les méthodes a noyaux
utilisées des nos jours, a été introduite. Plud, taobus verrons qu'il s’agit de dire qu’'un noyau
semi-défini positif est identique au produit sg@adans un autre espace (appielgture space

dans lequel l'algorithme peut étre réalisé (\&tral, 2004).

SoitS={x1,...,xn}, un ensemble de objets a analyser. On suppose que chaque opjest un

elément de X (par exemple une collection de genes). A chaquget otorrespondent des
descripteurs scalaires, catégoriels ou plus coraplefe.g graphe); soiE I'espace de ces
descripteurs. Habituellement, les algorithmes dy@eade ces ensembles opérent directement sur
ces descripteurs. Dans le cas des méthodes a nogawes descripteurs vient s'ajouter la
construction d'un (ou plusieurs) noy&uX x X - R, associant a chaque paire d'objets un scalaire
traduisant généralement la similarité entre cestebl.es méthodes a noyaux pour la classification
de ces objets ou d'autres objectifs s'appuiens aar ces comparaisons de paires d'objets. Les

donnéesS sont représentées par une matmeen de comparaison par pairés, = k(x,x; (Yert

et al, 2004).

Définition d’'un noyau:

Une fonction k: XxX - R est appelée un noyau semi-défini positif si ek symétrique :

k(x,x") =k(x,X') pour tous les objetg, x'[1 X , et définie positive ZZC.C;k(Xi X;) 20 pour tous

i=1 j=1

n>0, tous les objets,...,x, U X et toutes les valeurs réelles....c, IR (Vertet al, 2004).

Plusieurs types de données, assez différents kdesautres, peuvent étre utilisés pour construire

une matrice de ce type.

Exemples :
Le noyau le plus simple est le noyau linéaire. $8pps que les données a analyser sont de type
vectoriel E=R". On définit le noyau linéaire par le produit sa@apour chaquex, xR :
P
K (% X) =< x,x'>=Z>gx'i ; k (X, x)prend des valeurs d'autant plus grandes xguet X’ se
i=1
'ressemblent’. Ce produit entre deux vecteurs Bshayau linéaire, symétrique et sémi-défini
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positif. Dans le cas ou les données ne sont pasetteurs, une maniére plus générale existe pour
construire des noyaux. D’'abord chaque objét X est représenté comme un vectegk) [ RPet
ensuite, un noyau est défini pour chaque paire leodyt scalaire x,xOX :
K(x,Xx") =< ¢(x), ¢(x") >. Des noyaux encore plus généraux existent etsuorelent de maniére
générale a des produits scalaires sur un espaddkaet F (feature spaceau lieu deRP. Utiliser

un noyau revient a représenter chaque oljetX comme un vecteug(x)JF . Néanmoins, le
calcul de produits scalaires daAsne necessite pas la connaissance explicitg de(Vént et al,

2004). Ceci est a la base de I'astuce du noyau.

L’'astuce du noyau :

Tout algorithme basé sur des données vectorielléspgut étre exprimé uniqguement par des
produits scalaires entre vecteurs, peut étre éatiplicitement dans Iéeature spaceassocié a
n'importe quel noyau, en remplacant tout produdlace par la fonction du noyau (Vest al,
2004).

Par ailleurs, I'efficacité des méthodes a noyayose sur le théoreme du représentesyirésenter

theorem). Soit un noyawk définie sur un ensemble fir8={x1,...,xn} 0 X d'objets et¥:R™ - R
une fonction den+1 arguments, srictement croissante dans son deangeiment. Alors, chaque

solution du problémeminW(f (xl),...,f(xn),||f||Hk), oU Hy est lefeature spacassocié &, admet

fOH,

n
la representation suivantef (x) = Za'ik(xi ,X) .
i=1

Maintenant, intéressons nous a certains noyawaoouent utilisés :
* Unnoyau gaussierest une fonction qui diminue avec la distanceidigzine d entre objets

et refleéte alors leur similarité:

_d(xx)?
ks(x,X)=e 2 ou o estun paramétre.

« Un autre noyau souvent utilisé estnieyau polyndmial k, (x,x') = (x'x'+c), ot d est le

degré du polyndbme at une constante.

* Pour la représentation des données provenant daphg, umoyau de diffusion (Kondor
& Lafferty, 2002) est géneralement utilisé. Il stag’un noyau basé sur la diffusion de la
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chaleur et I'équation de diffusion qui décrit coomhia chaleur, les gaz, etc. diffusent avec
le temps de maniére homogéne. Ces idées sont dsesp dans un contexte discret, un

graphe, en imaginant plusieurs pas tres petits pargourir le graphe. Ce noyau prend une
valeur grande quand la distance entre noeuds d'aphg est courtek, (x,x') =€’ ou L
est la matrice laplacienne du graphe £t est la constante de diffusion. La matrice

laplacienne est construite de la maniere suivante :

1 pouri~j
=-d pouri=j
0 ailleurs

ou d, est le degrée du noeue@ti~j signifie que les noeuds sont liés.

Il est important de mentionner ici que de nombreug®rations sur les noyaux conduisent encore a
P

un noyau. Il en est ainsi de la combinaison lireaies noyaux:K ZZWpr, lorsquew,>0
p=1

(Yamanishiet al, 2003).

Méthodes a noyaux : classification svm

L’algorithme Endeavour (Aertst al, 2006) a été amélioré par la méme équipe de reltbdDe

Bie et al, 2007) en utilisant différents noyaux pour lesfadntes sources de données et un
classifieur svm. Le but, est de trouver un hyperpjai sépare les données de deux classes. Plus
exactement I'hyperplan séparent les genes (ap@anten une maladie ou une voie métabolique)
avec une marge la plus large possible, tout emtec@mpte de différentes sources de données
utilisées aussi par Aerts et collaborateurs (DeeBial, 2007). Si les génes du lot d’apprentissage
sont représentés par la matrikecontenant dans la ieme ligne le vecteur d’attsilgudu iéme gene

utilisé pour I'apprentissage, nous pouvons défime fonctionf du genex comme f (x) = x'w.

. 2 N .
Nous cherchons un vecteur de pomlavec”v»ﬂ <1 de telle maniére que les deux classes soient le

plus séparées possible (Figure 2-16). Plusieuramnopeuvent étre utilisés. lls sont fusionnés aar |

m

1&K o .
moyenne des noyaux =—Z—’ ou 4 est une constante de normalisation positive. De ph
= Pj

poids ¢ peut étre utilisé pour tenir compte de I'nmpodande chaque noyau. La fonction de

K; (X, %)

j

décisionf peut étre réécrite en fonction des, y: f(x) = \/72 {z :I De Bie
IK - -
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et collaborateurs présentent un algorithme pouisghies parametreg et controler la quantité de
faux positifs (De Bieet al, 2007). Avec cet algorithme les auteurs dépadssmntésultats obtenus

par la méme équipe avec Endeavour (Aettal, 2006).

Figure 2-16 :Représentation schématique de I'hyperplan séplmaionnées positives (cercles noirs) de l'origine
les génes négatifs (cercles blancs). La combinalsaheux noyaux conduit & une meilleure séparalgsndeux
groupes de geénes.

Méthodes a noyaux : analyse de corrélation canamiqu

L’analyse de corrélation canonique (KCCA) propopée Yamanishi et collaborateurs est une
meéthode supervisée qui S’appuie sur une partieumdn résau en inférant la partie manquante en
fusionant différentes sources de données (Yamamthal, 2004a; Yamanishet al, 2004b;
Yamanishiet al, 2003). Cette méthode est exposée en détail dasextion 2.3.1.4

Méthodes a noyaux : classification svm basée sumoaéele local

La méthode dite locale pour la reconstruction deeaé@x biologiques a été appelée ainsi en
opposition aux méthodes globales (SVM, KCCA ..jposant sur la construction d'un seul
classifieur construit a partir de toutes les dosnéeutilisé indifféeremment pour la recherche de
liens entre n'importe quels genes . Cette méthoéeégoroposée par Bleakley et collaborateurs
dans le but de mieux reconstruides réseaux biologiques quand il s’agit d’'un grapkiec des
arrétes distribuées de maniére non uniforme (Bégedd al, 2007). Contrairement a la KCCA, ou
un modele global est construit pour inférer desveaux liens entre tous les noeuds (les génes), la
meéthode locale évalue si une arréte existe emtn@ouveau noeud et le graphe connu. Cependant,

il N’y a pas la possibilité de trouver des nouvedigrs entre deux nouveaux noeuds (i.e. deux
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protéines qui ne font pas partie du graphe conba)méthode commence par un apprentissage
individuel d’'un sous-graphe associé avec chaquad§gene) du graphe connu. Pour chaque géne
v de I'ensemble d’apprentissayeun classifieur svm est appris. Ce classifieur ibinaépare plus

ou moins bien les genes de I'ensemble d’appreigsdaectement liés au gemeUne fois la regle

de classification pour ce noeud apprise, selonrtedulure habituelle de validation croisée sur
'ensemble de parametres du classifieur et de naeig&in de noyaux, les liens des nouveaux noeuds
(nouveaux genes) associés a ce seul noeud sottlspf&adaque géne candidat est soumis a chacun

de ces classifieurs pour la recherche de liens gegénes d¥. Plus précisément, chaque noeud
dans le lot d’apprentissagellV, est considéré indépendamment. Chaque autre noeudtdu
d'apprentissageu1V, est lié ou pas au noeud. A chaque noeudullV, un label est
associ&, 0{-1+1}, +1 si une arréte existe dea u et -1 si l'arréte n'existe pas. Ensuite un
algorithme svm est utilisé pour apprendre une fonctf, capable d’associer le label -1 ou +1 a
chaque nouveau noeud faisant partie du lotvies€Ce processus est répété pour chaque noeud

vV, pour obtenir une prédiction pour tous les nouveaoeuds (protéines candidates) et le set

d’apprentissage (Bleaklegt al, 2007). Lors de I'application de cette procédatx données
standards chez la levure, Bleakley et al. (2007%) atrtenu des résultats qui surpasse plusieurs
méthodes a noyaux au niveau de l'aire sous la eoR®C et du FDR. Les auteurs soulignent la
qualité¢ des premieres détections (20%) avec un EBR faible. L'approche locale, qui parait
séduisante par ces bons résultats, présente gselgtonvénients qui ont été abordés récemment
lors d’'un stage a MIA (Dridi, 2008) et différentes®lutions ont été proposées. Le premier
inconvénient concerne la prédiction des liens egigees de I'ensemble test ('ensemble de
candidats). La méthode locale ne peut pas retrodediens directs sans modification. Le second
inconvénient concerne 'estimation de parameétrefadaéthode et des noyaux. Les génes utilisés
pour cette estimation forment un ensemble testiiaddiel. De fait, la méthode proposée intitalment
ne peut prédire des liens contre un ensemble testeepartie de I'ensemble d’apprentissage. Enfin,
le troisieme inconvénient concerne la constructien classifieurs binaires qui ne prennent en

compte que le voisinage du premiére ordre d’'un gene

Méthodes a noyaux : complétion de noyau

Kato et collaborateurs envisagent la reconstructierréseau sous I'angle de la complétion d’'un
noyau de diffusion. Chaque source de donnéesé@diles un poids différent selon son caractére
(Kato et al, 2005). Un noyau de diffusion est construit awecéseau connu et un autre noyau est
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bati avec les données génomiques. Ce qui estdiffélans cette méthode est qu’un algorithme EM
(expectation-maximization) est utilisé pour estifgepartie inconnue du noyau. On dispose donc,
d’'une part, d’'un graphe pour I'apprentissage aipdtquel est construit le noyau de diffusikn
D’autre part, dex noyaux pour lesik autres sources de données. hesioyaux sont définies pour

Mg
tous les genes (apprentissage et candidats) etilttéa;n:bP:ZbK P.. On cherche alors a
k=1

: K y
compléter le noyal, et donc a construire un noy@:{ : Qu

}en tenant compte de toutes les
vh hh

données. Pour cela on se ramene dans le cadrestigissique inférentielle et on associ® &esp.

a P) une distribution gaussienrix) ~ N(0,Q . Des distributiong et q correspondent aux noyaux
P etQ. La moyenne de est nulle et don(E[x] =0. La covariance e®, E, [xxT]: P. La moyenne

deg est également nulle et la covariance E;{WTJ =K, . Le but est de déterminer la covariance de

la deuxieme parti@ : Q,, = Eq[thJ etQ,, = Eq[hhT]. Dans le cas d'une seule source de données

(nk=1), la relation entrev et h est apprise a partir geen considérant la distribution conditionnelle

p(h|v). La distribution jointe dey est estimée commé(v,h) = p(h|v)q(v) et les matrices de

covariances sont estimées a partirfdeQ,, =K, P,'P,., Q. =P, —~P;/P:'P, + P P'K,P'P, ol

ITw " vh? vh' w " vh vh' v 1" w " vh

w th
T

P, Pun et Py sont des sous-matrices &eP :{
vh hh

] Dans le cas ou plusieurs sources de

donnéesk,,...,.R, [ R™, sont utilisées, la combinaison de ces matricesitdisée (avec un poids

pour chacune). Le noyau combiné avec la somme dedspb, =1 est donné par:

Ny
P(b) =Zkak +0°l ou ¢’l est un terme de régularisation BelLes poids de chaque noyau est
k=1

estimé au méme temps que les parties incon@Qig®t Qnn €n minimisant la divergence de

Kullback-Leiber (KL) : vaQian[Q, P(b)]. Ce probléme d'optimisation n'est pas convexe et

uniquement des minima locaux peuvent étre trouMéanmoins, Kato et collaborateurs proposent
de contourner le probleme de minima locaux pagteathme EM de Dempster et collaborateurs
(1977) (Katoet al, 2005). La minimisation se fait en deux étape€-tep: fixer b, minimiser
D(Q,P) par rapport &Qun et Qnn et ii) M-step: fixer Q, minimiser D(Q,P ) par rapport a b.
Néanmoins leM-stepn’est pas convexe et les auteurs proposent d’addiir des variables cachées

et de reformuler I'algorithme EM. Le vecteur desiakbles est étendu a=(v',h",z")" ou z est
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supposée gaussienne, centrée, de covariaR{b) Le probleme a résoudre est:

Q Qq
Q)-l(-Z QZZ

initial. Les deux étapes de ce nouveau probléemeduisant a des problémes convexes.

min Dl@,R(b)]oﬂ : 6:{

. } ; il possede le méme optimum global que le problem
Q/thhthxQOzzv

L’algorithme a été testé sur les données de lardeutilisées aussi par Yamanishi et collaborateurs
(2004b). Les auteurs obtiennent des résultatsdéggmt meilleurs que les résultats obtenus avec la
KCCA.

Méthodes a noyaux : recherche des interactionsréirpie la littérature scientifique

Récemment, une méthode a noyau a été utiliséegdiaire des relations a partir de la littérature
scientifique ; elle repose sur I'analyse de phragpgisconduit a un graphe et permet la détection
d’interactions entre génes, méme dans le cas detstes de syntaxe complexes (Katal, 2008).
Cette méthode propose un modele plus complexe gudétection de relations entre génes
simplement par rapport a la co-occurrence dangticlea Basés sur la structure d’'une phrase sous
forme de graphe les auteurs proposent quatre noyepebles de représenter les textes comme un
graphe predicate kernel, walk kernel, dependency kerndiril kernel.Les meilleurs résultats ont
été obtenus avec Iwalk kernel.La méthode a été développée sur des articles wumrdela
transcription déB. subtilis. D’abord, une analyse de la syntaxe de la phrstsealisée. Elle permet
de représenter des dépendances entre géenes peatélgsries morphosyntaxiques et des relations
de fonction. Ensuite, des noyaux sont construitdogtent représenter, en termes de similarité, la
voie la plus courte entre deux génes sur ce grepheous prenons I'exemple dualk kernel,la
phrase montrée en (Figure 2-17) est représentééapalyse syntaxique en Figure 2-18. Ensuite le
walk kernelest construit pour tenir compte de la relation ernywhE'’ et ‘sigF’, méme si aucune
relation de syntaxe existe, parce que le prédamaittol’ fait référence a ‘expression’. C'est aedir
gue ‘ywhE’, qui n'est pas relié par le prédicat wagd méme une relation avec ‘sigF’. Dans ce
noyau la relation est définie par un parcours daneprésentation graphique de la phrase. Si

P =(V,E) est un graphe &¥ et E sont des noeuds et des arétes. Un parcouat)(est défini

comme des noeuds et arétes en alternance, comm@agam noeud et terminant par un noeud. Si
vOV et eDE, un parcours est, g1, Vi+1, 8+2,...,Msn-1. D€ la Mé&me maniere, des parcours

commencant et terminant par une aréte sont priempte (Kimet al, 2008).
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a Analysis of the expression of a translational ywhE-lacZ fusion showed that
ywhE expression is sporulation-specific, and is controlled predominantly by the
forespore-specific sigma factor sigma(F), and to a lesser extent by sigma(()

show/v " |control/¥ ].'l"l"ﬁ

/ -\th__f-”""' wd T =By Tomp—to_comp_by
Immlwstsh”nprcsaﬂ |Iranslahonnlfdd\ Eg{fNE;ﬂ extent/n | [sigG/N E;J
'|".. Tt fmf’”!n re{L\_ mod_att mod_att
: [yWhE/NEy;| gporulation-specific/adj| laclor.-'n [lesser/adj|
modd ati T—anod_att
|forcspal'c—sl)cciﬁtm{li| Liigmm"n |

genic_interaction(25,12) (32,12)
Figure 2-17 :Exemple d’'une phrase représentée comme un grajliséaipour construire un noyau qui refléte la
relation entre génes (Kiet al, 2008).

a original directed acyclic graph b traverse in reverse

control’V_ I-‘;‘ILS ontrol/Y_PASS

subj_— by stbj_o= Ccamnp_by
& !NEI | expression/n| %
mipd_att motl iatt

¢ shortest dependency path string between “ywhE" and “sigF*
ywhE/MNE mod_stt{ UP} expression/N subj(UP) control™_PASS/PRED comp_by(DN)
sigF/NE

Figure 2-18 :Représentation de l'interaction entre les ggmesEetsigF (Kim et al, 2008).

Les noyaux ont été utilisés pour réaliser un apgEssge svm et les résultats se sont avérés fiables
avec une reconnaissance de 70% des paires insaatgs connues (Kiet al, 2008).

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech 44



Détermination du role de peptidases bactériennes/ Revue bibliographique

2.3.1.4La KCCA : une méthode a noyaux supervisée qui petimtégration de
données

La KCCA présente deux caractéristiques avantageusest une analyse qui permet l'intégration
de différents types de données et permet de fair@pprentissage par rapport a un jeu de données
standard pour lequel les relations entre objets smmues. De plus, elle permet I'inférence deslien
entre tous les objets utilisés (ceux faisant pattigeu d’apprentissage et ceux appartenant au lot
des candidats).

La KCCA est basée sur I'analyse de corrélation oayue (CCA). Soient deux groupes de variables
Y, et Y, décrivant un méme objet L'analyse de corrélation canonique consiste aveo des
repéres qui se correspondent pour représenteet’dijns chacun de ces repéres. Ces derniers sont

obtenus en recherchant des combinaisons linéages/ariables (canoniques) de chaque groupe.

Ainsi on cherchea, et a, le plus corrélées possibles(ai,az):argmaﬁcorr(alea;yz)‘. Le
a8 '

premier couple d’axes canoniques correspond altavéa plus élevée de la corrélation, les autres
maximisent aussi cette corrélation avec des conémid’'orthogonalité par rapport aux axes déja

trouveés.

La KCCA est une CCA généralisée utilisant I'astdaenoyau(Bach & Jordan, 2002). |l s’agit de
réaliser une CCA régularisée dangdature spaceléfini par deux noyaux différents sur les mémes
objets (les mémes genes). Néanmoins, deux diffisulechniques doivent étre surmontées. La
premiére chose a faire c’est représenter les oppatsles produits scalaires pour pouvoir se servir
de l'astuce du noyau, cela revient a construireayau semi-défini positifLa deuxieme difficulté
est que la CCA n’est pas adaptée a des espaceseesin tres élevée. C’est le cas de la KCCA

ou lefeature spacest de dimension élevée. Pour cette raison layameéarisation doit étre faite.

Le but de la KCCA est de détecter des corrélateriee deux jeux de donnéas=(x",...x" e
x, = (x{,....x{") ot nest le nombre d’objets et chaque jeu de donnéesrtigapt a X,/ X, pour
i =1...,n. Pour détecter des corrélations entre les deux des données, ils sont projetés dans le
feature space arg: X, - H, / @ : X, - H,. Un analyse de corélation canonique classique est
réalisée entre les imageg(x,) et @(x,). Pour chaque paire d’axe§[H, et f,O0H, des
projectionsu, = (u®,...,u)OR" et u, =(Uu,...ul")OR"de xet x, sur f et f, peuvent étre
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définies paruf” ::<f1,¢1(x1‘”)>H1, ud ::<f2,@(x§”)>H2 pour i =1..,n; () indique le produit

scalaire dans I'espadd. La moyenne 1f), la variance \{) et la covariancecf de u,et u, sont

définies par :
U )= 230
;) ==>"uf
ni=
~ ._l N M _ & 2
v(uj).—nZ(uj ;)
i=1

V(U ) = = 3 (U~ )W - (W)

Un CCA kernelisée conduirai a maximiser par rapporf, JH, et f,H, la corrélation entre
uetu, :

cov(u,,u,)

oorr (u,,U,) = — = 172
(var(u)var(u,))

Les espacebl; et H, peuvent étre tres riches et la maximisation préauedeonduirai a des aves
trop adaptées aux données (sur-ajustement). Pdi#r i@son, la régularisation de et f, est
importante. Comme la régularité Heetf, est liée a la norme damhy , H, Yamanishi propose de
maximiser la quantité suivante (Yamanishal, 2004a) :

cov(u,, u,)
(Var(u,) + A £, )2 (var(u,) + A, | £, )M

y(f, f,) =

ou A et A, sont des parametres de régularisation, qui permeateecontroler la régularité dgetf,.

Le lagrangien de ce probléme est :
L(f,, f = 0 + P a—varu) - A 1)) + 22 @-var(u,) - A 1,
( 11 zspppz) COV(Ul,UZ) 2 ( Var(ul) 1” 1” ) 2 ( Var(uz) 2” 2” )

ou p, et p,sont des multiplicateurs de Lagrange. Par I'aniarade la dérivée de L par rappoifya
etf, & l'optimum, nous déduisong;; = > a"@(x") , f,=> al@(x)”) poura,eta,OR".
=1

j=1
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Supposons maintenant les points centrés ddestiere spacet dondes moyennes de et u,

nulles. La variance et la covarianceudetu, s’expriment alors simplement en fonction aeet

a, .
vér(u)—laTKza var(u )-iaTKza cov(u,,u )-iaTK K,a
1_n111 2_n222 1’2_n1122

ol K;etKzsont les noyausixn : K, (i, j) =k, (x",x) et K, (i, j) =k, (x?,x{" ). Les normes de

f, etf, s'écrire également en fonction deet a, : ||f| =a; K.a,, | f,|* = @1 K,a,. En réécrivant

le Langrangien aussi en fonction deet a, on obtient :
L =L aTk,Kua, + P (n-aT K2a, - nAal Ka?) + 22 (n-al K2a, - n,al K
(al’a2’p1’102)_ nal 100, +2n (n a, K a, —nAa; Ka, )+ 2n (n a, R0, —NA,a, 202)

nous obtenons que les valees,a,) et (po,, 0,)qui donnent la solution du Lagrangien et sont la
solution du probleme des valeurs propres génésadigiants :

0 KK 2
A Y =p (Ky +(n4, 72)1) 0 @ (Yamanishiet al, 2004a).
K,K, 0 \a, 0 (K, +(nA, 12)1)* | a,

Les corrélations canoniques sont en réalité leswalpropres les plus larges de ce probleme (Bach
& Jordan, 2002). Les variables canoniquest u, peuvent étre obtenues de la maniere suivante :

u, = K,a,, u, = K,a,. Ceci est valable si les points sont centrés tafeaiture spaceCe centrage

peut étre obtenu paK_....=N,KN, ot N, =(l —%lf) avecl=(L..)" OR". En pratique, on

centré

retiendra alors pour réprésenter les données sairterombre de composants canoniques associées

aux plus grands valeurs propres.

Les noyaux utiliseésk ou K;) peuvent étre des noyaux intégrés (Yamarestal, 2003). Ainsi par
exemple, le noyal{, peut étre obtenu par I'addition de plusieurs nayly = K, + K; + K. ou les
trois noyaux doivent étre de la méme taille maisveat avoir un poids différent. Le noyKu

est vu comme le noyau standard qui est utilisé cenapprentissage. L’apprentissage est fait
lorsque les repéres sont calculés sous la corgrdimtcorrélation entre les deux noyaux. Les objets

(les genes) sont représentés paet u,. Finalement, la distance entre deux genest | sera la
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distance euclidienne entrg(i) etu,(j).

La KCCA a été utilisée pour retrouver des liensmeanentre protéines de coli (Yamanishiet al,
2004a; Yamanishét al, 2004b), et de la levure (Yamanigial, 2003). Dans ces travaux il a été
démontré que c’est l'intégration de données qumgérd’obtenir les meilleurs résultats. Ainsi,
Yamanishi et collaborateurs ont utilisé quatre sype données disponibles chez la levure : des
données transcriptomiques, des données d’interectatre protéines, des données de localisation
et des profils phylogénétiques (Yamanishial, 2003). Les données de référence correspondent au
graphe des voies métaboliques, disponible pourpamte des genes. Dans ces études le noyau
standard (bati sur les voies métaboliques) est ayaun de diffusion. Cette méthode permet de
trouver des distances entre tous les genes particeé 'analyse, c’est a dire entre génes faisant
partie des données standard (le graphe des voiedbaofiques) et entre genes ne faisant pas partie

de ce graphe (genes candidats), ainsi qu’entre genes candidats.

En résumé, la KCCA est une méthode simple a metireeuvre, qui permet l'intégration de
différents types de données, permet de faire pneagissage par rapport aux relations connues et

sert a retrouver des liens entre tous les géeneasl@eguels des données sont disponibles.

2.3.2 Analyse de sensibilité

Apres avoir décrit plusieurs méthodes de prédiatitégrant des données nombreuses et variées, on
peut se poser la question de I'importance de ctedernces différentes données dans la prédiction,
et plus généralement de la sensibilité des prédistien regard des données d'une part, des
différents parametres de la méthode KCCA, d’autid. f[Classiquement, les études d’analyse de

sensibilité sont souvent utilisées pour simplifies modeles complexes et éventuellement émuler
ces modeéles par des modéles plus simples et ptilssfaa mettre en ceuvre. Dans cette section

seront presentés les principaux ingrédients dealy@e de sensibilité, ingrédients que nous avons

combinés pour répondre a des questions plus pséd#ses notre contexte.

L’analyse de sensibilité (AS) étudie la facon ddes perturbations sur les entrées d’'un modéle
engendrent des perturbations sur sa réponse. k@male sensibilité globale s'intéresse a la
variabilité de la sortie du modeéle sur le domaieerdriation des entrées. Elle étudie la répercassio
de la variabilité des entrées sur celle de laeoein déterminant la proportion de la varianceade |

sortie attribuée a chacune des entrées ou des blesedientrées (Saltelet al, 2000). Cette
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analyse peut étre effectuée par simulation, cepguainet non seulement d’étudier les effets des
entrées, mais aussi les effets des interactiome entrées sur la sortie. L'interprétation des Itétsu

des simulations est liée a un plan d’expériencégat pour les simulations.

Aussi bien les entrées que les sorties des modeleplexes peuvent revétir plusieurs formes
(variables réelles, qualitatives, images, grapli@sctions multivariées, etc.). Nous considérons
seulement un modéle opérant sur un vecteur debl@siaet produisant une sortie ou variable
réponse scalaire. Parmi les méthodes d’AS exisgalaglus simple estime la part de la variance de
la réponse due a la variance de chaque variabhdréiee (Saltelliet al, 2000). Pour que cette étude
de variance soit efficace et répondre aux objedt@f§analyse de sensibilité, il est trés importdat
faire un bon échantillonnage. En général, des plamgériences sont donc construits pour indiquer

les valeurs des variables d’entrée a choisir ptudi@r les perturbations sur la sortie.

2.3.2.1Plan d’expériences

La maniére la plus compléete consiste bien sOrtantésutes les combinaisons possibles des valeurs
gue chaque variable dentrée peut prendre. Cepéndlaspace de données est tres grand
(2P simulations pour une collection g¢efacteurs avec 2 niveaux chacun). Il est clair qus e
nombre de variables augmente plus il est diffidderéaliser toutes ces simulations. Le facteur fait

réference a une variabe d’entrée ou a un parametsgsteme étudié.

Lorsque les facteurs sont nombreux ou que la stioulgle calcul qui conduit a une réponse ou
sortie obtenu pour un groupe de variables d’erdoFaées) est colteuse en temps et/ou en argent,
on est contraint de limiter le nombre d’expériendekisieurs possibilités s’ofrent a nous pour
'échantillonage des entrées: purement aléatgerturbation tour & tour d’'un seul facteur.
L’inconvénient de ce dernier type d'échantillonnagge que les interactions ne sont pas prises en
compte. La perturbation d’'un facteur peut ne pasngbr le résultat parce qu’il n’est pas tres
important ou parce qu’'un autre facteur compensdgofmation. Cependant, si deux facteurs sont
perturbés dans une méme simulation, le résultatraibehanger s’il 'y a pas de compensation. Il
est alors nécessaire de construire un plan d'expégs. Ce plan doit fournir un ensemble
raisonnable de simulations informatives. Pour etlpour I'interprétation des résultats le plan doit
étre adossé a un modele parametrique dont lesiaerts seront interprétables et qui en outre
permettra, éventuellement, d’émuler le systemei€tuas plans factoriels fractionnaires peuvent

répondre a ces impératifs (Bexal, 1978).
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Il faut alors choisir une matrice d’échantillonnaqui permet d’estimer les facteyfsSiV est la
variance dep, cette variance sera minimale quand la moitié glerilations est conduite avec

X =X..,et lautre moitié avecx=x_,,. Une matrice d'échantillonnage a plusieurs fastquest

alors donnée par (si la variable peut prendre déreaux):

1 -1 -1
11 -1
1 -1 1

1 1 1

X

La premiére colonne ne consitue pas une expérieaie représente la moyenne des facteurs. Les

colonnes de cette matrice sont orthogonales. Daesituation ave@ > 2acteurs et pour chaque
facteur x, , le nombre de simulations pour lesquelies= doit étre égal au nombre de simulations
pour lesquellesx, =— Jpour avoir I'orthogonalité avec la colonne de 1 currespond au facteur

B,- Un plan factoriel complet consiste alors a affec2” expériences.

Les interactions peuvent étre testées par des $eachditionnels obtenus par la multiplication des
facteurs dont les interactions vont étre évalud@ssi, pour un plan d’expériences de 3 facteurs
(A), les interactions entre les facteuxx, sont testés par la derniere colonne en (B), quues
multiplication des colonnes 1 et 2 de (A). (B) lesinatrice utilisée pour estimer le modele linéaire
avec un treme d’interactiofx,, X, qui n’est pas confondu aveg x, Xs. Les colonnes de (B) sont

encore orthogonales.

(A) (B)
1 -1 -1 -1 1-1-1-11
11 -1 -1 11 -1 -1 -1
1-11 -1 1-1 1 -1 -1
(ot 111 wol 111
1-1-11 1-1-11 1
11 -1 1 11 -1 1 -1
1-11 1 1-11 1 -1
11 1 1 11 1 1 1

Si le nombre de facteurs est élevé, des plansidramtires avea= 2" * simulations peuvent étre
construits (Boxet al, 1978). Pour le cas de quatre facteurs, par exenopl peut utiliser un plan
d’expériences complet sur 3 facteurs et échantiboe quatrieme facteur en rajoutant une colonne

multiple de deux premiéres colonnes. On ne pouasa gistinguer I'effet d’interaction des deux
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premiers facteurs et du quatrieme facteur. Il $’dgin plan de résolution Ill. Pour pouvoir estimer
les facteurs principaux sans confusion avec legaotions un plan de résolution IV est nécessaire.
Pour I'obtenir il faut choisir la colonne a ajoutermme un terme d’interaction d’ordre 3. Dans ce

plan uniguement les interactions d’ordre 2 seronfandues entre elles.

2.3.2.2Analyse de variance sur la sortie

Si la matrice d’échantillonnage de taille nx p est correctement choisie (ouest le nombre de

simulations), par exemple avec un plan d’expérignaetionnaire, il sera possible d’estimer des
effets principaux et les interactions de$acteurs Cette matrice est choisie de maniere a obtenir
une estimation des coefficients la plus précisesiptes

Appelonsxy,...,% lesp facteurs correspondants aux variables d’entr&e latréponse ou variable de

sortie. L'estimation des ces effets est réalisée l'aide d'un modeéle linéaire:

_ p p N ,
Y—,80+,81x1+...+ﬂpxp+zi:lzj:lﬂi’j>qxj+m ou LI est l'erreur. Lorsque les facteurs prennent
des valeurs réelles dans un interva[qu,xmax], I’échantillonnage qui convient minimise la

variance des estimateuy$ des facteursB i =1,...,p et consite a échantillonner les extémités de

ces intervalles.

L'estimateur des moindres carrés correspondantobgénu par S=(X"X)X"Y. X est
complétée par des colonnes correspondant aux tedfitdsraction. Dans le cas d’'une matrice
d’échantillonnage de résolution I\NX est orthogonale eﬁz D™XTY ou D est diagonale. Les

effets principaux ne sont pas confondus avec kesdaotions d’'ordre 2. Par contre, il y a confusion

entre certains effets d’interactions a I'ordre 2.
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2.4 Themes concernant les rbles prédits pour
les peptidases d’intérét

2.4.1 Les protéines exportéees

La cellule a développé des systemes dans le bulifigencier les protéines cytoplasmiques de
celles devant étre guidées a I'extérieur ou versaune compartiment cellulaire. Une protéine est
exportée si sa destination finale est extra-cy®plgue (membranaire ou associée a I'enveloppe
bactérienne). Elle est sécrétée si elle est libdees le milieu extérieur. La plupart des protéines
destinées a étre exportées ou sécrétées sont tyddisésous forme de précurseurs. Le précurseur
est composé de la partie mature de la protéinaguelle est associée en N-terminal une séquence
signature, le peptide signal (PS). Ce dernier esbrmu par la machinerie cellulaire et pris en
charge par un complexe protéique membranaireatsshocon, qui assure sa translocation a travers
la membrane. Quatre localisations extracellulaiieeprotéines nécessitent la présence d’'un PS : les
protéines sécrétées dans le milieu extérieur,ipeprotéines, les protéines ancrées a la membrane
cellulaire et enfin les protéines sécrétées adéss@u peptidoglycane par des motifs particullers.

ne seront abordés que les trois premiers types prigtéines secrétées (libérées dans le milieu) et
deux classes de protéines, exportées a I'extédeuia cellule par la voie Sec, qui ne sont pas
libérées dans le milieu: les lipoprotéines et letéines ancrées a la paroi via un motif LPXTG.

La machinerie Sec est une des 16 machineries d&tisécqui existent chez les bactéries. Elle est la
seule a étre présente chez toutes les bactérgeétet essentielle pour la viabilité (Papanikb@l,
2007). Néanmoins, d’autres systémes dédiés a liexges protéines existent. lls sont souvent
appelés systéemes de sécrétion indépendants deéel&dgo. CheB. subtilis,ces systemes sont de
moindre importance que la voie Sec mais il exigtenains trois autres voies alternatives : i) laevoi
twin arginine translocationTAT), ii) une voie dédiée a la sécrétion des pirggs iii) des ABC
transporteurs (Tjalsmat al, 2000). De plus il y a des protéines qui, en abseie peptides
signaux, se trouvent néanmoins a I'extérieur doglgsme. Comme il s’agit le plus souvent de
protéines qui possedent une fonction connue aétiedr de la cellule on les appelle des
moonlighting proteinsparce qu’elles possédent une deuxiéme fonc{®endtseret al, 2005).

En résumé, I'export peut étre divisé en quatre dgarétapes :

i) La synthese: La synthése des protéines qui possédent un pepiighal est faite de la méme
maniere que la synthese d’autres protéines. Elie @ére réalisée en méme temps que la
translocation a travers la membrane dans le cés sficrétion co-traductionnelle.

i) La reconnaissance: pendant I'étape initiale, le précurseur est recompar des systéemes
spécialisés, pris en charge et guidé vers la memhrgtoplasmique.

i) La translocation : cette étape correspond au passage actif du rgetguau travers de la
membrane cytoplasmique. C’est un processus adtfaguntervenir un grand nombre de protéines,
SecYEG constituant le canal de translocation eDEed'ajC, YidC facilitant la translocation du
précurseur.

! To moonlight : avoir ureuxiemetravail, en plus du travail & plein temps, souvantuit.
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iii) Le clivage du peptide signal pendant I'étape finale de I'exportation, le RSpitécurseur est
clivé puis hydrolysé par des protéases spécifiqubsz les bactéries Gram positives, les protéines
sécrétées sont libérées dans le milieu, chez legries Gram négatives elles sont libérées dans le
périplasme puis prises en charge pour traverseetabrane externe.

iv) L’hydrolyse du peptide signal: cette étape est réalisée par des peptidasemlsgies, dites
signal peptide peptidases (SPPases).

Maintenant nous aborderons une a une les étapksxgert de protéines, en mettant I'accent sur

les points essentiels pour la discussion des gdsutbncernant les réle des peptidases d’intérét de
ce travail.

2.4.1.1La synthese des protéines exportées

La synthese de toutes les protéines consiste aiephs étapes commencant par I'activation des
acides aminés et se terminant par les modificatpss-traductionnelles des protéines (Nelson &
Cox, 2000), voir Figure 2-19.

Cette étape se caractérise par I'activation dealiepC-terminale de
Activation acidgs aminés' pour faciliter Ia. format.ion de lasba peptidique et |
) création d’un lien entre un acide aminé et TARNsseger (ARNm)
L’ARNmM est reconnu grace a la séquence Shine Debggai se trouve
juste avant le codon start.

U

Le premier ARNt est attaché a la sous unité rib@er80S. Une fois cg
Initiation complexe formé, la sous unité plus grande 50Saglatt. Il s'agit d’'une
étape nécessitant de I'énergie fournie par le GUlPegulée par le
facteurs d'initiation.

)

(92}

Le polypeptide est rallongé par I'ajout des acidesnés correspondant
Elongation aux codons du mARN. Dans cette étape les facteldongation
interviennent et une molécule de GTP est utilissegjpout de chaque
acide aminé.

1D

—F

Le codon stop provoque l'arrét de la traductiorleepolypeptide es
Terminaison et | libéré par les facteurs de libératiarl€ase factors Lesrelease factorg

libération i) hydrolysent la derniére liaison peptidyl-ARNK) libérent le dernie
ARNt et finalement, iii) les deux sous unités dapsome se séparent.

V)

Repliement et | Selon la protéine, il est possible que certainglemciaminés soient
V) | modifications postq{ enlevés et/ou des groupes acétyle, phosphorylehytaétcarboxyle
traductionnelles | soient rajoutés.

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech 53



Détermination du role de peptidases bactériennes/ Revue bibliographique

Initiation Elongation Terminaison et Libération
-Liaison de la sous unité -Liaison de nouveaux ARNt -Liaison des release factors (RF)
i au site A .

;lbosomag‘g 3(_)S_et Ie”s: -Hydrolyse du peptidyle-ARNt
acteurs d'initiation (IF) -Formation d'une liaison

-Liaison du ARNm Met- peptidique aa

ARNt -Translocation du ribosome aa

-Liaison de la sous unité aa

50S et libération des BEl

facteurs d'initiation RNt

™
3 0 S d stopt

J:ﬁiqu u 4%;;.
S e
ot

Met  Codon start
. ; Met -

Figure 2-19 :Schéma des étapes Il a IV de la synthése des pestéi

2.4.1.2La reconnaissance des protéines exportées

Dans le cas d'une translocation co-traductionnétigjours pendant la synthese, plus exactement
pendant I'étape d’élongation, le peptide signallaigré-protéine est reconnu par la particule de
reconnaissance du peptide signal (SRP) composARB 4,5 S et de la protéine Ffh, une GTPase.
Ffh est un protéine bifonctionnelle qui posséde deuxaioes, le domaine G (dans la partie N-
terminale) qui lie le GTP et un domaine de alphiicbddans la partie C-terminale) qui lie la sous-
unité ARN et le peptide signal du polypeptide (Burgzet al, 1999). La particulSRP existe chez
tous les organismes entierement séquences (bactérdaeas, eucaryotes). Le peptide signal de la
pré-protéine, ainsi que le ribosome, attaché a, 8Rpturent une molécule de GTP et I'élongation
du polypeptide est arrétée a une longueur d’envitf@racides aminés. Le complexe ribosome-
polypeptide-SRP-GTP est dirigé a la membrane @éthilou se poursuit I'élongation. Le
polypeptide est délivré, pendant sa synthese, eomplexe de translocation. Le récepteur de SRP
dans la membrane est FtsY, cette protéine transéemolypeptide en cours de synthese a la
machinerie de translocation. Une fois la pré-praéprise en charge par la machinerie de
translocation, SRP est libéré et la traduction éptide continue passant directement dans la
membrane (Gutierreet al, 1999), Figure 2-20.
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paroi
extérieur
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H Polypeptide sortant
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1

Figure 2-20 : Synthese et sécrétion des protéines reconnuesRFaeSpossédant un peptide signal clivé par laasign
peptidase | (SPase 1). 1) SRP reconnait le poljge?) Le complexe ribosome-polypeptide est canala membrane
cellulaire vers le récepteur de SRP : FtsY. 3) t@éine synthétisée est prise en charge par laimee de sécrétion.
Le peptide signal est clivé. 4) La signal peptidabgdrolyse le peptide signal en séparant la @dryidrophobe de la
partie hydrophile et le peptide signal est dégradé.

Dans le cas ou une protéine n'est pas reconnueSB& (les protéines cytoplasmiques ou les
protéines transloquées de maniere post-traductiepne’est la chaperonne de repliemetnigger
factor) qui lie les polypeptides sortant du ribosome. &gmnment, c’est I'hydrophobicité globale
du polypeptide sortant qui est a l'origine de celiféérence de prise en charge par SRP ou par le
trigger factor. Des que le peptide signal est \&siBRP se lie au peptide. Une fois que les ditges
reconnaissance pourtiegger factorsont apparus il y a une concurrence entre SRiyger factor
(Eisneret al, 2006; Scott & Barnett, 2006).

Dans les cas ou la translocation est réalisée #prfas de la synthése de la protéine, les protine
sécrétées ne semblent pas étre reconnues par témsyspécifique chez les bactéries Gram
positives quand elles émergent du ribosome. Cleeldetéries Gram négatives elles sont conduites
apres la traduction au translocon SecA par SecBB &zconnait et lie les protéines qui ont un
peptide signal d’au moins 20 acides aminés etréastere au translocon évitant aussi le repliement
de la protéine avant sa sécrétion. Les bactériamépiositives ne possedent pas de SecB. Bhez
subtilis,CsaA pourrait accomplir le réle de SecB (Tjalsshal, 2000).

La voie co-traductionnelle, qui fait intervenir SR&st la mieux caractérisée chez les bactéries
Gram-positives. Néanmoins, certaines données femsgr que des voies alternatives, post-
traductionnelles existent aussi chez ces bactékiesi, la voie SRP n’est pas essentielle chez les
streptocoques en condition de croissance sans.sbass le cas d’'un double mutant SRP-YidC2,
la croissance diminue significativement, ce qui esstfaveur d’'une voie alternative & SRP dans
laquelle interviendrait YidC2 (Scott & Barnett, B)OIl est connu chek. colique YidC participe a
l'insertion de protéines intégralement membranadass la membrane, telles que les protéines
nécessaires a la respiration en aérobiose ou efradmase (de Gier & Luirink, 2001; Price &
Driessen, 2008; Samuels@t al, 2000). YidC ne serait alors pas responsable d&daétion de
protéines en soi, mais plutét de l'insertion det@ires dans la membrane. Il peut s’agir de progéine
transloquées par la voie Sec mais aussi de prst@idépendantes de cette voie (Samuedtaa,
2000). Il existe des homologues de YidC cheiactis SK11 et de MG1363 (YidC). L’homologue
du géne codant YidC egbdCdans la souche IL1403. Néanmoins, son réle chixctecoque n'a
pas été étudié et aucune voie de translocationtf@mkictionelle n'a été identifiée chkedactisa ce
jour.
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2.4.1.3La translocation de protéines

Parmi les bactéries, la machinerie Sec la mieuxcté@risée est celle & coli suivie de celle d8.
subtilis. Chez les bactéries lactiques, le séquencage canggédel. lactis L1403 (Bolotinet al,
2001) a révélé la présence de presque tous less gaage mais révele également quelques
particularités (absence de SecB, SecDF), TableduP2r analogie, plusieurs fonctions peuvent étre
transposées aux bactéries lactiqgues mais les nséwasidétaillés restent inconnus.

Tableau 2-4 :Protéines faisant partie de la machinérie de toaasion

Protéine E. coli B. subtilis L. lactis
SecA oui oui oui
SecB oui - -
SecY oui oui oui
SecE oui oui oui
SecG oui oui oui
SecD oui ouli -
SecF oui oui -
YajC oui oui oui

(YwaB)
YidC oui oui oui

(YbdC)
CsaA - oui -

Chez les bactéries Gram positives, il a longtemigs abnsidéré que I'exportation se faisait
uniquement selon un mode co-traductionnel. La démbe de CsaA permet de postuler la présence
d’autres voies pour la sécrétion de protéines. léeamisme de prise en charge des précurseurs
naissants par le systeme SRP est tres similaietuadecrit chezZ. coli, notamment pour la prise
en charge des protéines membranaires (Bemnaal, 1999). SRP fonctionne alors comme un
chaperon conduisant directement le précurseuramsltoocon, par association directe entre Ffh et
SecA, alors que pour les protéines membranaire3RF¢ délivre les précurseurs HsY (Bunaiet

al.,, 1999). ChezL. lactis aucune donnée expérimentale n’'est jusqu'a présisygonible.
Cependant, I'analyse de son génome a permis deteéties homologues de 'ARN 4,5S, ARN et
de Ffh (54 % et 48 % d’identité avec FfhBlesubtiliset E. coli, respectivement). Il y a également
un homologue de FtsY (58 % et 38 % d’identité avisy deB. subtiliset E. coli, respectivement).

En I'absence d'un homologue de séquence de Seak €saA, le mécanisme qui permet au
précurseur d’emprunter spécifiguement la voie SRBtrpas établi en détail. Plusieurs travaux
suggerent que le chevauchement de substrats s@a@téSRP et d’'autres voies est tres réduit.
Apparemment, SRP serait chargé de la translocaioprotéines codées par des genes régulés et
d’autres voies existeraient pour les protéines girses constitutifs (Gutierregt al, 1999). Par
ailleurs, Zanen et collaborateurs ont étudié I'im@oace de I'hydrophobicité du peptide signal par le
remplacement d’acides aminés hydrophobes (Leu) ounsrhydrophobes (Ala) dans le peptide
signal de la-amylase (Zanert al, 2005). En effet, les précurseurs des protéinssuant un
peptide signal hydrophobe sont de préférence eprisharge par SRP et non pas par d’autres voies
chezB. subtilis.Ces résultats, obtenus chigz subtilis confirment les observations faites cliez

coli par Lee et collaborateurs, qui avaient déja obsgneles modifications des peptides signaux
qui augmentent leur hydrophibicité conduisent Ig&cprseurs a emprunter la voie SRP au lieu de
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SecB (Lee & Bernstein, 2001).

En plus de I'hydrophobicité il a été aussi montue de peptide signal peut diriger les protéines
exportées a un endroit précis de la membrane erdgdeur export (Carlssoet al, 2007). Les
auteurs ont étudié les protéines M et F cBepyogenesdl s’agit de protéines ancrées dans la paroi.
La sécrétion de la protéine M se fait & proximitéséptum. Au contraire, la protéine F est localisée
dans les vieux poles de la cellule, opposés auas€arlsson et collaborateurs ont étudiée I'efiet d
I'échange des peptides signaux de ces deux pretéuneleur localisation. Les résultats montrent
gue la protéine F possédant le peptide signal geol@ine M est sécrétée proche du septum et que
la protéine M possédant le peptide signal de laépre F est préférentiellement sécrétée dans les
vieux poles de la cellule, démontrant que c’espdgtide signal qui dirige les protéines au bon
endroit (Carlssomt al, 2007).

2.4.1.4Le peptide signal et son clivage

Le peptide signal (PS) est la séquence reconnuelgpanachinerie cellulaire pour diriger
'exportation et la sécrétion d’'une protéine. Danfweuses études ont permis de déterminer les
caractéristiques principales des PS. GlobalemestPS des eucaryotes et des bactéries a Gram-
négatives ont une longueur moyenne de 20 acideséamalors que ceux des bactéries Gram-
positives ont une longueur moyenne de 28 acidesémfiljalsmaet al, 2000). Chez.. lactis 146

des 2310 protéines prédites possédent un PS pkemnt clivé par la SPase |, ces peptides
signaux ont une longueur moyenne de 33 acides arfihastet al, 2006).

Tous les PS sont constitués de trois domainestgtaux caractéristiques : un domaine N-terminal
chargé positivement (N), un domaine central H hgtdabe (H) et un domaine C-terminal (C), qui
contient le site de clivage du PS, constitué digpetsidus polaires (von Heijne, 1989). Pour cae s
prise en charge soit efficace, il faut que la chatg la région N soit positive par rapport a largha

de la région entourant le site de clivage (von igijL989). Une seule région est conservée dans les
PS de tous les organismes : celle qui entourddealsi clivage par la signal peptidase (SPase). Deux
acides aminés sont conservés aux positions -1 ietlaBves au site de clivage du PS. Le motif le
plus couramment observé est Ala-X-Ala. L’acide aném position -2 est généralement un résidu
de petite taille. De facon plus générale, les psEurs contenant soit Ala, Gly, Ser, Cys ou Pa a |
position -1 et Ala, Gly, Ser, Cys, Thr, Val, lleel.ou Pro a la position -3, sont efficacement slivé
par la SPase. Presque tous les résidus sont ta@érépositions -2, -4 et -5 (von Heijne, 1989).
Chez les bactéries Gram positives, la coupure gtigeesignal se trouve a 7-9 acides aminés de la
région C-terminal de la fin de la région H. Au aaire, chezE. coli, la coupure se trouve a 3-7
acides aminés de la méme position (von Heijne &hbmsen, 1989).

Une fois que la protéine a traversé la membrangelaiére étape de I'exportation se produit. Dans
cette étape les séquences signal sont enlevéedepgreptidases signal pendant le processus de
translocation (Novalet al, 1986). Il s’agit d’enzymes chargées de clivepéptide signal des
protéines qui sont exportées quand leur extrémitér@inale arrive a I'extérieur de la membrane.
Ce clivage est une condition pour la libérationalprotéine mature dans le milieu extérieur. Chez
Bacillus subtilisplusieurs SPases sont présentes. Au contraire, lahplupart de eubactéries et
archaebactéries, ainsi que chez la levure, une selRbse semble étre suffisante (Tjalsbhal,
2000). Comme pouE. coli (Dalbey & Wickner, 1992) la SPase est une protéwer une activité
essentielle cheBacillus subtilis(Tjalsmaet al, 2000). Chez les bactéries, le site actif dess&a
est prédit comme étant localisé sur la partie ®@dée de la membrane cytoplasmique (Tjalsha
al., 2000). Les peptidases signal reconnaissent appagat la structure des peptides signaux
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mentionnée plus haut (section 2.4.1.4 ) et norupasséquence specifique (Dev & Ray, 1990). Les
signal peptidases de type Il (SPases Il) sont iggement chargées de cliver les peptides signaux
de lipoprotéines. De la méme maniéere que les sigmgtidases de type | (SPases 1), leur site actif
est prédit comme étant a I'extérieur de la memb(@jesmaet al, 2000).

2.4.1.5Hydrolyse du peptide signal

Une fois le peptide signal libéré de la protéihest dégradé trés rapidement par les SPPases (Dev
& Ray, 1990). Chez E. coli, les peptides signaux sont dégradés par leur mitéécarboxy-
terminale dans les extraits cellulaires. Sans @ueaison soit connue, on sait que les peptides
signaux sont dégradés 300 fois plus rapidementlgsicautres peptides. 90% de I'activité de
dégradation a lieu dans le cytoplasme (Noegél, 1986).

Au moins deux SPPases ont été décrites Eheoli. i) une SPPase identique a la protease So qui
représente moins de 10% de l'activité et ii ) ungrea similaire a I'oligopeptidase OpdA d&
thyphimuriumdécrite par (Vimret al, 1983) et responsable de 90% de l'activité de atfgion
cytoplasmique chekE. coli (Chenet al, 1987). Les mutants des génes codant cette deexiém
enzyme présentent une croissance normale. L'a&tilét I'enzyme est stimulée par le*€et le
Mn*? et inhibée par 'EDTA. L'enzyme hydrolyse des pees d'une taille de 5 acides aminés
minimum avec 2 a 3 résidus de chaque coté de lpuceuChezE. coliil a été observé que la
dégradation des peptides signaux est crucialegpuise inhibition de la translocation de protéines
par des peptides signaux synthétiques a été oleserwétro (Chenet al, 1987; Wickneret al,
1987). Les peptides signaux synthétigues de laépmtLamB ont un effet négatif sur la
translocation de cette protéine ainsi que sur deayprotéines hétérologues (Clatral, 1987). Les
auteurs ont également testé si quatre autres pspignaux synthétiques dérivés du peptide signal
de LamB avaient un effet sur la translocation.dssavéré que le peptide sauvage avait la capacité
d’inhibition la plus élevée. Les auteurs ne conctupas si les peptides inhibent le translocon
(SecYEG), SecA ou le recepteur FtsY. La dégradatpide et efficace des peptides signaux serait
donc nécessaire pour maintenir la sécréetion detimed. OpdA a été étudiée eégalement par Dev et
Ray (1990) chek. coli. Elle clive le peptide signal en oligopeptides sont aprés hydrolysés par
d’autres peptidases inconnues. Les peptides signaug’accumulent pas chez les mutants des
hydrolases des peptides signaux, ce qui indiqguenguseule peptidase n’est pas responsable de la
dégradation compléte des peptides (Dev & Ray, 1990)

Chez B. subtilis plusieurs SPPases potentielles existent. La mieapactérisée est SppA,
’homologue de la protéase IV de. coli. Un mutant desppA chez B. subtilis provoque une
diminution de la maturation de AmyQ. Pour Bolhiuscellaborateurs ce résultat suggére que
l'activité de la SPase | est affectée, probablenpant 'accumulation de peptides signaux non
dégradés (Bolhiust al, 1999). Deux autres SPPase potentielles exiskezB: subtilis,il s’agit de
TepA et YmfB. En plus d’'une certaine homologie @8 deux protéines avec SppA, TepA présente
des homologies avec la protéase Clp. Dans un mtepAtle taux de translocation de protéines
sécrétées est fortement affecté. Bolhius et cotibars (1999) ont proposé trois réles potentiels
pour TepA dans la sécrétion de protéines. D’abdedpsurrait étre un analogue de OpdA et dans
ce cas la présence de peptides signaux non dégaffdéserait la sécrétiorLe deuxieme role
attribué a TepA est une fonction régulatrice semibla celle de Clp cheB. subtilis,et finalement

les auteurs proposent qu’elle pourrait étre la ehl@me des protéines sécrétées. Néanmoins, son
réle précis dans la sécrétion n’est pas déterminé.
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2.4.1.6Les lipoprotéines

Les bactéries Gram négatives possedent une meméxéeme qui confine plusieurs protéines a
'espace périplasmiqueE. coli possede environ 90 lipoprotéines, localisées payslupart a la
surface de la membrane externe, d’'autres se trowauessi sur la membrane interne. Elles sont
attachées a la membrane par leur partie lipidiquéaepartie protéique est exposée dans le
périplasme quand elles possédent un signal detigriesu sont transportées jusqu’a la membrane
externe par les protéines Lol quand elles ne pessqahs ce signal (Naritt al, 2004). D’abord,
importance d’'un aspartate en position 2 a étdignée pour le maintien des lipoprotéines dans la
membrane interne (Yamagucht al, 1988). Cette regle de rétention a été élargialisngen
utilisant une protéine MalE modifiée en lipopro&iat exprimée dans un mutantlE Elle est
fonctionnelle uniquement si elle reste sur la memeérinterne, ou elle permet le transport du
maltose et la croissance dans un milieu contenamne seule source de sucre le maltose. En
remplacant systématiquement l'aspartate en deuxipos@ion par d’autres acides aminés, les
auteurs ont conclu que la phénylalanine, le tryipame, la tyrosine, la glycine et la proline ont le
méme effet et permettait de retenir la lipoprot&@nela membrane interne (Seydehl, 1999).

Chez les bactéries Gram-positives, la modificaties lipoprotéines permet de prévenir leur perte
dans l'environnement parce qu’elles restent anceéda membrane cytoplasmique. Cela peut
expliquer pourquoi 32 lipoprotéines Be subtilissont homologues aux protéines périplasmiques de
E. coli(Sutcliffe & Russel, 1995)Tjalsmaet al, 1999a).

En 1981 la présence d'une lipoprotéine chez lesébhas Gram-positives a été montrée pour la
premiéere fois : deux laboratoires de recherche amntré indépendamment que la penicillinase
extracellulaire deBacillus licheniformisexiste sous une forme lipidique associée a la mameb
(Sutcliffe & Russel, 1995). Parmi les lipoprotéides plus importantes nous trouvons la protéase
de paroi (PrtM) chek. lactiset PrtsA, une protéine similaire a 30% a PrtM zdBacillus subtilis.

Les précurseurs des lipoprotéines possedent undpepignal qui leur permet de traverser la
membrane et qui est trés similaire au peptide sigaa protéines sécrétées : une partie amino-
terminale chargée positivement, une région hydrbpheentrale et une partie carboxy-terminale
contenant le site de clivage pour la signalpepéidad_a différence majeure entre ce peptide signal
et le peptide signal des protéines sécrétées dgidlaox (Tjalsmaet al, 1999a). La séquence
consensus de la lipobox est : Leu-(Ala/Ser)-(Glg)ACys (Nariteet al, 2004).

La maturation de la lipobox qui conduit a I'attagtent a la membrane, consiste en i) la formation
d’un lien thioéther entre la cystéine et le diabydgrol (deux chaines d’acides gras liees a une
molécule de glycérol) catalysée par la phosphaglidgerol/prolipoprotein diacylglyceryl
transferase (Lgt) et ii) le clivage du peptide sigpar la signal peptidase Il (Narie al, 2004)
(Figure 2-21).

Chez Staphylococcus aureush mutantigt a été construit. La modification introduite part legt
détectée par marquage avec’d]palmitate. Chez ce mutant, aucune protéine réadétectée par

ce marquage. Les lipoprotéines n'ont pas été asn@érectement a la membrane et certaines se
sont trouvées dans la fraction extracellulaire [(Stbal, 2005).

Les lipoprotéines sont reconnues par la signaligege Il grace a la lipobox. La SPase Il clive le
peptide signal de ces protéines. Elle reconnaindalification diacylglyceryl et clive avant la
cystéine (Venemat al, 2003). Une seule SPase Il est présente Bhambtilis E. colietL. lactis
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(Tjalsmaet al, 1999a). La SPase Il de lactis, codée palspA présente 60 % et 56 % d’homologie
avec la SPase Il d& subtilisetE. coli, respectivement. La SPase |l est essentielle Eheali. Au
contraire, elle n'est pas essentielle cli&zsubtilis. Cependant, au moins une lipoprotéine est
essentielle cheB. subtilis: PrsA. Dans un mutant de SPase I, le précurseis aussi une forme
mature sont retrouvés. Cela indiqgue qu’'une auteyrer est capable de cliver le peptide signal de
PrsA. Néanmoins, la sécrétion de certaines praéiependantes de PrsA a diminuée. C’est a dire
gue la forme trouvée a une activité réduite (Tja®mnal, 1999a). L’absence de la SPasell cBez
subtilisse manifeste par une sensibilité a des tempéradlredes et faibles. Par I'utilisation d’'une
alpha amylase biotinilée, utilisée comme marqueutadix de translocation, les auteurs ont montré
que l'absence de la signal peptidase Il ne provibquas I'accumulation de précurseurs de
lipoprotéines mais plutdét un mauvais fonctionneméatcertaines d’entre elles (Tjalsrea al,
1999a). Par contre, la signal peptidase Il n’est p&cessaire pour le développement de processus
dans lesquels il est connu que des lipoprotéinescipent. |l s’agit de processus comme la
compétence, la sporulation et la germination. Gmide résultat montre que les précurseurs des
lipoprotéines nécessaires a ces processus sontasael maniére alternative ou sont actifs sans étre
maturés (Tjalsmeet al, 1999a). Des résultats semblables ont été obtehag Streptococcus
pneumoniaeou 13 lipoprotéines analysées ont gardé la taéeledir précurseurs (ne sont pas
maturées) en absence de la SPase Il, affectantemint la croissance en milieu minimum ou dans
le sang mais pas dans un milieu riche. Les autnirdémontré que certaines fonctions impliquant
des lipoprotéines (principalement des ABC transaod) étaient affectées (Khandavidt al,
2008).

paroi

2 3
diacylglycerol A
‘ 5, {:: Leu-(Ala/Sen-(Gly/Ala)\Cys

Leu-(Ala/Ser)-(Gly/Ala)-Cys

)

exterieur Lipobox

Membrane cellulaire

cytoplasme

=

Lew(AIalSer)-(GIy/AIa}Cysn

Figure 2-21 :Maturation des lipoprotéines. 1) Translocation 2)dification par Lgt : ancrage a la membrane par la
cystéine de la lipobox. 3) Clivage du peptide sigiaa la SPase Il qui reconnait la modificationisée par Lgt
(Narita et al, 2004)
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2.4.1.7Les protéines ancrées

Un famille de protéines est liée de maniére covaleau peptidoglycane des bactéries Gram-
positives. Le mécanisme d’ancrage a initialemeré étudié chez la bactérie pathogene
Staphylococcus aureuses protéines ancrées possédent un PS et un mwroanservé a leur
extrémité C-terminale qui est nécessaire et suffipaur 'ancrage. Cette ancre est constituée de
trois parties : un motif LPXTG, une séquence d'wimggtaine d’acides aminés majoritairement
hydrophobes et une courte queue de résidus chdegphkjs souvent positivement. Il s’agit alors
d'un peptide semblable au peptide signal. Les ussichargés positivement a I'extrémité du
domaine C-terminal empéchent la translocation decke et positionnent le motif LPXTG pour
gu’il soit accessible a la sortase. Ayant accéarite elle peut cliver la protéine entre la thiéen

et la glycine du motif LPXTG. Cela catalyse la fation d’une liaison entre le groupe carboxyle de
la thréonine et le groupe amine des ponts du pagiidane (Mazmaniaat al, 2001). Cette action
d’ancrage par la sortase est réalisée une foipret®ines exportées et le peptide signal clivé
(Mazmanianet al, 2001). Des mutants drA (le géne codant pour la sortase cBezaureuy ne
sont pas capables d’ancrer certaines protéinesrtice et de causer certaines infections animales
(Mazmaniaret al, 2001).

ChezL. lactis,deux géenes spécifiant des sortases putatsres et srtB existent. Les mécanismes
d’ancrage semblent étre tres semblables entrettept@coques et les lactocoques puisque les
protéines hétérologues contenant le motif LPXTGopnant deStreptococcus pyogeresont
ancrées correctement chez différentes bactérigguas (Piarcet al, 1997).

2.4.2 Structure du peptidoglycane

Les parois cellulaires des bactéries sont consttud’'un hétéropolymére alternant la N-
acétyleglucosamingd{->4) et I'acide N-acétylemuramique. Ces molécgkesrouvent I'une a cote

de l'autre liées par des peptides courts (les maptigles) dans la paroi cellulaire. Des acides
téichoiques, des polysaccharides et des protéomsseuvent attachés au peptidoglycane. Chez les
bactéries Gram-positives, plusieurs couches deidugpycane sont liées de maniére covalente
(Nelson & Cox, 2000).

Le peptidoglycane dk. lactis est constitué d’'un monomére (GIcNAc-MurNAc-L-Atab-Glu-L-
Lys-D-Ala-D-Ala). Un D-Asp du peptide qui forme pont est attaché a la lysine de ce monomere
(Schleifer & Kandler, 1972), voir Figure 2-22. Gésultats ont été confirmés par Coustiral. lors

de l'analyse de muropeptides par spectrométrie aesen(séparés auparavant par HPLC) (Courtin
et al, 2006). Les auteurs ont trouvé 35,4% de monomé&rke6% de dimeres, 17.5% de trimeres,
2.5% de tétraméres et une réticulation de la p@roiss-linking-index) de 35,8. Le calcul de cet
index a été proposé par (Glauner, 1988).
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Figure 2-22 : Exemple d’'un dimere trouvé dans le getidoglycane deL. lactis.

La synthése du peptidoglycane est réalisée enepiissiétapes. Les deux étapes principales sont
'assemblage et la polymérisation. La premiere &t@mcerne 'assemblage de I'unité dissacharide-
peptide par une série de précurseurs uridine 5fgtaie (UDP) et des intermediaires lipidiques :
MurA et MurF catalysent la formation des précursdubP-Acide N-acétyle muramique (NAM)-
pentapeptide a partir de UDP-NAM. Ensuite, le tfarigle la partie phospho-pentapeptide-NAM a
'accepteur membranaire est fait par MraY pour pistde lipide |. L’addition de N-acétyl-
glucosamine par MurG donne le lipide Il. Cet intédhaire lipidique est transloqué a travers la
membrane et incorporé dans le peptidoglycane eissemoce. La seconde étape concerne la
polymérisation des monomeres réalisée parpaegcillin binding proteins et des transpeptidases
qui catalysent respectivement la formation desngsaet des ponts peptidiques (Bhasvar & Brown,
2006) voir Figure 2-23.
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Figure 2-23 :biosynthese du peptidoglycane (Bhasvar & Brown,6300
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2.4.3 Métabolisme du pyruvate

Dans cette section, sont présentés uniquement éemnmsmes concernant la transformation du
pyruvate en différents produits afin de pouvoir poemdre des modifications de cette conversion
guand le métabolisme du pyruvate est altéré.

Le pyruvate est le produit final de la deuxieme gghale la glycolyse ; il a trois destins
possibles (Nelson & Cox, 2000):

1) Dans des conditions d’anaérobiose, le pyruvsit®xyde, avec libération d’'une molécule de,CO
provenant de son groupement carboxyle donnantdepgr acétyle pour I'acétyl-coenzyme A. Ce
groupement acétyle est oxydé complétement dangle de I'acide citrique.

2) Son destin chez les levures est un métabolismelés produits finaux sont I'éthanol et le £0

3) Il est utilisé pour la production de lactate zlhes bactéries lactiques. La réduction du pyruvate
est catalysée par la pyruvate déshydrogénase. Reladglycolyse, deux molécules de NAD sont

converties en NADH par la déshydrogénation de daolecules de glycéraldéhyde-3-phosphate
pour chague molécule de glucose transformée. Lacti@m des deux molécules de pyruvate

régénere deux molécules de NAD. Le processus dahdia La conversion d’'une molécule de

glucose en lactate libére deux ATP.

Lactococcus lacti®st un organisme homofermentaire, c’'est a direlguy&incipal produit de la
conversion du pyruvate est le lactate (plus de 9Q0%)conversion du pyruvate en lactate est
catalysée par la lactate déshydrogénase (Ldh) (@o&ousquetet al, 1996). Quand le sucre est
en exces, la glycolyse est utilisée pour produg® molécules d’ATP nécessaires pour la croissance
cellulaire. La régulation de la glycolyse est fgite le fructose-1,6-diphosphate (FDP) qui actave |
pyruvate kinase et la Ldh (Thomas al, 1980). Le résultat est un métabolisme linéairdade
conversion du sucre au lactate (Cocaign-Bouseuat, 1996).

Sous certaines conditions, chkz lactis les produits de la fermentation qui généralement ne
représentent pas plus de 10%, sont produits engrhrsgde quantité. Il s’agit de la fermentation
mixte (Cocaign-Bousquaetdt al, 1996). Durant cette fermentation, la glycolysatowe a fournir le
pyruvate, mais la transformation en lactate dimiriette réponse a été observée pour la premiéere
fois dans des cultures en chémostats limitantsoemces de carbone. Sous ces conditions, le
pyruvate est transformé par la pyruvate-formatedydPfl) en formate ou par la pyruvate
déshydrogénase (Pdh) pour donner des mélangedeaétitanol. Ce type fermentation mixte est
alors un résultat de la concurrence entre LdheglPfkdh (Cocaign-Bousquet al, 1996). La Pfl est
tres sensible a I'oxygéne et n’'est active que hbes conditions d’anaérobiose stricte. La Pdh
catalyse une réaction de décarboxylation réduchivpyruvate produisant actétyl-CoA et £@t la
réduction de la coenzyme CoAlne fois I'acétyl-CoA produit, il est transforned acétate (par
I'acétate kinase) ou en éthanol (par I'aldéhydehgdogénase). La formation d’acétate génére un
ATP supplémentaire et la production d’éthanol perme régénérer deux co-enzymes reduits
(Cocaign-Bousquett al, 1996). D'autres produits mineurs sont aussi @tighs a partir du
pyruvate en présence d’oxygene : le diacétyleaegtoine. Ces produits sont synthétisés dans une
voie métabolique impliquant I'acétolactate-synthapa produit de I'acétolactate. Ce produit est
instable et se transforme spontanément en diacétypeésence d’oxygene. L'acétolactate peut étre
converti aussi en acétoine par l'acétolactate ésgtase (AldB). L'acétoine peut encore étre
transformée en butanediol (Cocaign-Bousaietl, 1996) (voir Figure 2-24).
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Figure 2-24 : Métabolisme du pyruvate chet. lactis. Ldh : lactate déshydrogénase, Pdh : pyruvate

déshydrogénase, Pfl : pyruvate-formate-lyase, Alsacétolactate synthase, Adc : acétolactate décarbdase,

Bdh : butanédiol déshydrogénase, Das : diacéthyl sthase.
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3. Résultats de la KCCA

Les résultats obtenus par l'analyse de corrélatanonique batie sur des noyaux kernel
canonical correlation analysi$KCCA) concernent i) la validation de la méthode papport aux
données connues ii) des liens prédits par la métipadir les protéines cibles PepF et YvjB. Ce
dernier résultat est couplé a I'interprétation dg liens et la proposition d’un réle des protéines.

3.1 Reconstruction des liens connus des voies
metaboliques

Les résultats de la reconstruction des liens coonasernant les voies métaboliques sont montrés
dans l'article I. En résumé, le réseau connu esin®ruit avec un taux d’erreur trés faible quand
toutes les sources de données sont utilisées poerla KCCA. Néanmoins, la performance de
chaque noyau a été étudiée indépendamment mowuankes deux noyaux les plus informatifs
sont les noyaux construits sur les données trgtsamiques et avec les profils phylogénétiques.
Ces résultats sont en accord avec les résultatsonrds par Yamanishi et collaborateurs
(Yamanishiet al, 2004b; Yamanishet al, 2003).

Le réseau connu nous a €galement permis de réafigevalidation croisée de typEave-one-out
pour déterminer les meilleurs parametres des nogauabe I'analyse de corrélation canonique. Les
valeurs des paramétres testés et les valeurs dpsirchoisies sont explicitées dans les données
supplémentaires de l'article |. Les valeurs desapa@tres optimaux trouvés pour la combinaison
des tous les noyaux ont été utilisées pour rédbisprédiction de role des protéines PepF, Yv|B et
la prényl-peptidase CAAX. Pour les prédictions @a$ de ces trois protéines, ainsi que pour les
prédictions de liens d’autres protéines réalisées palider la KCCA, le seuil utilisé a été la plus
grande distance entre protéines connues commewéliaities sur le graphe des voies métaboliques.
Ainsi, les listes de liens (voir annexe) contiertnemiquement les protéines avec une distance en
dessous de ce seuil, bien que la distance avessttas protéines du lactocoque, ai été calculée.

3.2 Reconstruction des liens connus : regulons
et interactions physigues entre proteines

Nous avons voulu évaluer la performance de la noétlem la comparant aux données déja connues
sur les régulons et sur d'autres méthodes pernietfénaluer les interactions entre protéines
comme le double hybride.

Nous avons voulu savoir si la méthode utilisée nmarmettait de retrouver un régulon connu. Nous
avons alors regardé les liens prédits pour Cod¥esiCun régulon bien caractérisé qui régule
plusieurs genes impliqués dans la protéolyse régpundupool d’acides aminés branchés libres
dans la cellule (Guedoet al, 2001b). Il comporte une quarantaine de genes $eforésultats des
études de Guedaet al. (2001) et den Hengst al. (2005b).Nous n’avons pas retrouvé la majorité
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des genes du regulon CodY comme liens prédits.céwatre, un lien fort avec GuaB et avec le
régulateur CtsR a été prédit. Des liens avec plusiprotéines hypothétiques et ribosomales sont
également prédits. La méthode indique alors unglfabal, en relation avec les réponses au stress,
puisque CtsR est un régulateur négatif des gelpesn réponse au stress (Deetéal, 1999). De
plus, une implication dans la synthese de proteest prédite grace aux nombreuses protéines
ribosomales faisant partie des liens retrouvédgp®ICCA. Néanmoins, le régulon, c’est a dire les
genes identifiés comme étant régulés par CodY,font pas partie des liens prédits par notre
méthode (voir liste compléete en annexe). Un rotulateur global, impliqué dans la réponse au
stress plus que dans la régulation de la protéogssort de notre analyse statistique.

Ensuite, nous avons étudié les liens prédits pewNP une protéine connue et faisant partie du
régulon CodY. Parmi ces liens nous ne retrouvomstopis génes faisant partie du méme régulon :
PepDA1l, PepDA2, et PepC. Cependant, le lien le pieche est prédit avec le régulateur
transcriptionnel YeeG (voir liste complete en arg)egt non pas avec le régulateur CodY. En
conclusion, la KCCA n’identifie pas le régulon Codddmme étant le principal régulateur

protéolytique ce qui suggére l'existence de réguiat plus complexes pour les enzymes
protéolytiques.

Un autre type d’interaction entre protéines esttdiaction physique directe, telle qu’elle est
déterminée par la technique de double-hybride.deedonnées sur des interactions double hybride
existent pour le lactocoque. Des expériences, Entésultats n'ont pas encore été publiés, ont
néanmoins éteé faites dans I'équipe d’'Emmanuellelitafinité de Génétique Microbienne, INRA
Jouy en Josas). Les protéines participant a léicadpn d’ADN ont été étudiées. Des données sont
également disponibles sBr subtilis(Noirot & Noirot-Gros, 2004). Nous avons prédit paCCA

des liens pour les protéines participant a la cagbn d’ADN suivantes : AtpA, AtpD, AtpG,
AtpH, DnaA, DnaB, DnaD, DnaE, DnaH et DnaN. Le gésebtenu entre ces protéines est montré
en Figure 3-1. Les liens de ces protéines quiamearnent pas les protéines faisant partie de la
réplication ne sont pas montrés sur la Figure 3elr (iste compléte en annexe). Les liens obtenus
par la méthode KCCA chez le lactocoque ne cointigas exactement avec les liens obtenus par
double hybride (résultats non publiés pour SigX)amec les liens déterminés chBz subtilis
(Figure 3-1) mais permettent de retrouver globalenue réseau de protéines dont plusieurs sont
impliquées dans la réplication prédisant bien le pdincipal de ces protéines.

Lors de la mise a I'épreuve du KCCA les résultagsla reconstruction des liens du réseau
meétabolique donnent les meilleurs résultats. Lacié de la méthode a prédire des liens connus
des régulons est trés faible. Les liens physiqué® @rotéines ne sont pas directement retrouveés,
mais le réseau global de réplication d’ADN est ectiement prédit par KCCA.
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Noirot et Noirot-Gros, 2004
Figure 3-1:
A : Réseau des liens prédits entre protéines participlnréplication par KCCA (noir) en comparaiser@le réseau
trouvé par double hybride chézlactis(rouge) et le réseau d’interaction de protéinedigqupes dans la réplication
d’ADN chezB. subtilis(vert) (Noirot & Noirot-Gros, 2004). Ligne en pointillédiens comprenant 1 a 2 intermédiai-
res.

3.3 Liens prédits et hypotheses sur le role des
protéines cibles

La KCCA a fourni une matrice de distances entrée®les protéines pour lesquels I'analyse a été
réalisée. Cette liste est constituée de 1756 megailel. lactispour des raisons d’harmonisation et
de mise en forme des données expliquées en détalld section Matériels et Méthodes. A partir
de cette matrice il est possible de reconstruireggtaphe de relations entre les 1756 protéines.
Utilisant comme seuil la plus grande distance eptog€ines connues comme étant voisines sur le
graphe des voies métaboliques, nous nous somnéessés en particulier a trois protéines PepF,
YvjB et la prényl-peptidase CAAX (voir Figure 3-2)a liste compléte des liens prédits est
disponible en annexe.

_ 63
sedull Liens
Matrice de '
distances |
PepF [ 78
Q yvjB—L—— Liens
1; |
CaaX 1
\|\90
1756 1 Liens

Figure 3-2 : Obtention des liens probables des trois peptiddiggerét a partir des distances entre génes obtpau
KCCA.

La liste de liens prédits est une liste ordonnéat dous savons que les premieres prédictions (les
distances les plus faibles) sont les plus sirempBmtenu des protéines prédites comme étant trés
proches des protéines cibles (dix premieres positiet des fonctions cellulaires représentées par
ces protéines, des diagrammes résumant les pogdiadnt été établis pour PepF et YvjB (Figure
3-3).
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Figure 3-3 : Résumé des liens prédits pour PepF et YvjB pardtnatde KCCA.

Ces resultats impliquent la participation probatidePepF dans i) la sécrétion de protéines, ii) le
métabolisme du pyruvate, ii) la synthése du pepgtigmne et iv) la division cellulaire. Compte
tenu des connaissances sur PepF comme une oligueptdiase (Monnett al, 1994) et le fait que
SipL, la signal peptidase | de lactis est la protéine prédite comme étant la plus @ratd PepF
nous avons pose I'hypothése que PepF participgaais la sécrétion de protéines en dégradant le
peptide signal clivé par SipL, c’'est a dire comnmre wsignal peptide peptidase intracellulaire
chargée de dégrader la partie hydrophile du peptgiaal (Figure 3-4).

dégradation
paf PepF?
' XA
i

7

le peptide signal est enlevé par sipL %

Tjalsma et al. 2000 repliement

Figure 3-4 :Hypothése du réle possible de PepF dans la séeiéitulaire compte tenu du modéle existant chez la
bactérie Gram positivB. subtilis(Tjalsmaet al, 2000).

Pour YvjB la protéine prédite comme étant la plusche est Ffh, qui fait partie de $agnal
recognition particle(SRP) et qui prend en charge les protéines possénapeptide signal. Le
récepteur de SRP dans la membrane se trouve égul@ameni les liens de YvjB. Compte tenu
gu’il s’agit de la voie de sécrétion co-traductieta plusieurs protéines participant dans la sysghée
de protéines font partie des liens prédits pourBY\Wges résultats et le fait que YvjB est une
protéine membranaire nous ont permis de poser dtgse que YvjB participe dans la maturation
de protéines prises en charge par SRP (Figure Geghpte tenu du fait que la signal peptidase II,
ainsi que Lgt (la prolipoprotéine diacylglycerchiisférase) chargées de maturer les lipoprotéines,
se trouvent liées a YvjB, et des connaissancesEh&zecalis(An et al, 1999; Antiporta & Dunny,
2002) nous avons favorisé I'hypothése que YvjBipiaetrait a la maturation des lipoprotéines.
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En résumé, une fois la méthode KCCA validée surddemées connues et les parametres optimaux
déterminés, elle a été utilisée pour obtenir detadces qui ont permit d’établir une liste ordonnée
de protéines possiblement liees aux peptidasesBin Cette liste et les connaissances existantes
sur les peptidases ont servi a établir des hypeghés travail sur le role probable de ces peptidase
L’article | détaille les résultats sur la validatide la méthode KCCA. Les articles | et Il présente
brievement les hypothéses biologiques et sont coés@nsuite a la validation expérimentale de ces

hypothéses.
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Figure 3-5 :Modéle de la voie de sécrétion co-traductionneligossible participation de YvjB (White & von Hegn
2004).
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4. Reésultats des tests experimentaux des liens
predits pour PepF

Les résultats des tests expérimentaux des lierditprde PepF concernent en premier lieu sa
participation dans la sécrétion des protéines.fdrédictions ont été faites pour des donnéek.de
lactis 1IL1403. Un mutantpepF de cette souche a été construit par délétion dpartie de la
protéine contenant le site actif. Ce mutant a 8ti&&ipour démontrer I'implication de PepF dans la
synthése de la paroi cellulaire et le cycle du pste. Néanmoinsl. lactis ne secréte pas
naturellement une grande quantité de protéinest &aite raison la, une souche, dans laquelle la
sécrétion d'une protéine pouvait étre induite (NIR@SEC1) a été utilisée pour étudier sa
participation dans la sécrétion de protéines. Naues alors construit un deuxieme mutpepF
dans cette souche. Les résultats de ces expérisanedlustrés dans l'article I. lls montrent que
lors d’'une surproduction de protéines exportéesrésges ou ancrées a la paroi cellulaire), la
sécrétion est affectée dans un mutseyiFet que cela est sGrement di a 'accumulation ghige
signal non-degradé dans le cytoplasme qui encotolte la machinerie de sécrétion.

Parmi les liens prédits de PepF nous avons aussuve une des sortaseslddactis.Les protéines
substrat de sortases possedent aussi un peptigd Bigerminal, ainsi qu’un ancre dans la partie C-
terminal. Ces deux peptides sont de nature similatr nous avons voulu déterminer si PepF
participe dans la dégradation des ces deux peptidgdasmide pVE5543a été éléctroporé dans le
mutantpepF de la souche NZ9000 pour induire la surproductam substrat de la sortase. Les
résultats de ces expériences n’'ont pas été inelus lhrticle | et sont exposés dans la section 4.2

4.1 Article I: Role of bacterial peptidase F
Inferred by statistical analysis and further
experimental validation

HFSP Journal, 2008, vol. 2, pages 29 a 41.
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Despite the quantity of high-throughput data available nhowadays, the precise role
of many proteins has not been elucidated. Available methods for classifying
proteins and reconstructing metabolic networks are efficient for finding global
categories, but do not answer the biologist’s specific and targeted questions.
Following Yamanishi et al. [Yamanishi, Y, Vert, JP, Nakaya, A, and Kaneisha, M
(2003). “Extraction of correlated clusters from multiple genomic data by
generalized kernel canonical correlation analysis.” Bioinformatics 19, Suppl. 1,
i323-i330] we used a kernel canonical correlation analysis (KCCA) to predict the
role of the bacterial peptidase PepF. We integrated five existing data types:
protein metabolic networks, microarray data, phylogenetic profiles, distances
between proteins and incomplete two-dimensional-gel data (for which we
propose a completion strategy), available for Lactococcus lactis to determine
relationships between proteins. The predicted relationships were then used
to guide our laboratory work which proved most of the predictions correct. PepF
had previously been characterized as a zinc dependent endopeptidase [Nardi, M,
Renault, P, and Monnet, V (1997). “Duplication of the pepF gene and shuffling
of DNA fragments on the lactose plasmid of Lactococcus lactis.” J. Bacteriol.
179, 4164-4171; Monnet, V, Nardi, M, Chopin, MC, and Gripon, JC (1994).
“Biochemical and genetic characterization of PepF on oligoendopeptidase from
Lactococcus lactis.” J. Bio. Chem. 269, 32070-32076]. Analyzing a PepF mutant,
we confirmed its participation in protein secretion through a strong relationship
between the signal peptidase | and PepF predicted by the KCCA. The global
nature of our approach made it possible to discover pleiotropic roles of
the protein which had remained unknown using classical approaches.

[DOI: 10.2976/1.2820377|

Although a lot of high-throughput data are
accumulated in databases, a large proportion of
known proteins remains uncharacterized until
targeted experiments prove their role. In place
of analyzing global data, the biologists usually
run experiments based on their own knowl-
edge. When the role of a protein is difficult to
identify due to the absence of clue or due to
inconclusive laboratory results, two different
approaches can indeed be considered: run ex-
periments to detect protein interactions or use
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existing data to predict relationships that guide
experiments.

Besides classical experiments to determine
the role of single proteins, methodologies
based on two-hybrid approaches (lto er al.,
2001) and mass spectrometry of multiprotein
complexes (Ho er al., 2002) have been devel-
oped to detect protein-protein interactions in
yeast. The two-hybrid method requires mul-
tiple experimental steps (cloning of the genes
into a prey and a bait vector, transformation of
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two-hybrid strains with both type of plasmids, mating reac-
tions of all possible combinations and PCR of positive colo-
nies to decode interactions) in order to obtain a satisfactory
result (Ito ez al., 2001). Knowledge in protein interactions in
bacteria has not reached the same level as in yeast (Noirot
and Noirot-Gros, 2004). One reason for this difference is cer-
tainly due to the fact that this method is time consuming and
the results contain many false positives that have to be elimi-
nated through further experiments or analysis. On the other
hand, identification of multiprotein complexes needs to set
up and run quite heavy experiments, i.e., immunoaffinity pu-
rification followed by SDS-PAGE electrophoresis and mass
spectrometry (Ho et al., 2002).

Instead of using a technique like the two-hybrid or per-
forming targeted experiments without a clear line of action,
scientists can explore existing data, available in databases
and unsupervised or supervised approaches to reconstruct
protein networks. Several methods based on utilization of
different data sources of high-throughput data have been pro-
posed so far (Akesson ef al., 2004; Qi et al., 2005; Covert
et al., 2004; Aerts et al., 2006, Werhli and Husmeier, 2007).

The protein we are interested in is the zinc dependent
oligoendopeptidase PepE. Its possible participation in pro-
tein turnover and sporulation had been evoked (Monnet
et al., 1994; Nardi ef al., 1997; Kanamaru ef al., 2002), but
no precise role had been determined. Nevertheless, the im-
portance of the protein due to a double copy found in L. lactis
NCDO 763 and L. lactis SK11 (Monnet ef al., 1994; Siezen
et al., 2005) is intriguing. PepF is found in nearly all low GC
bacterial species: (Staphvlococcus sp., Bacillus sp., Strepto-
coccus sp., Lactobacillus sp., Myvcoplasma sp., Clostridium
sp., etc), Spyrochetes, Proteobacteria (Agrobacterium sp.,
Escherichia coli, Salmonella sp., Yersinia sp., etc.), Archaea
(Halobacterium sp., Methanosarcina sp., etc), Protozoa
(Plasmodium sp.), and others (Thermus sp., Deinococcus
sp.. Rhodopirellula sp., etc). The different studies done on
PepF in several bacteria have shown it interfering in impor-
tant cell functions and its inactivation having pleiotropic ef-
fects. It is important to specify the role of this widespread
bacterial protein with an apparent global and pleiotropic
function, in order to control and improve strains used as
model organisms as well as in many industrial applications.

To determine the role of the oligoendopeptidase PepF we
conducted a study in two parts: (1) inferring possible part-
ners of the protein by a global statistical analysis of existing
high throughput data and (2) validating the predicted pos-
sible relationships by experimental work. The inference of
possible partners of PepF was obtained by constructing a net-
work for all potential proteins coded in the Lactococcus lac-
tis IL1403 genome, based on different types of data. The ker-
nel canonical correlation analysis (KCCA) (Yamanishi ez a/.,
2003) we used allowed us to obtain distances between all
proteins of the bacterium and place PepF as well as other
proteins of the organism in this network. To do this, we inte-
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grated four types of data available for all proteins from
L. lactis: microarray data, phylogenetic profiles, distances
between genes (coding for all potential proteins of L. lactis)
on the chromosome and two-dimensional (2D)-gel data, our
standard data set being the protein metabolic network. For
2D-gel data, we designed a new kernel taking care of missing
data in such a way that no proteins, available for the other
types of data but not present in 2D gel data, have to be dis-
carded from the learning set.

Using KCCA (Yamanishi et al., 2003) we defined 63 pos-
sible partners of PepF, belonging to numerous functional cat-
egories. Four of them were predominant: protein secretion,
pyruvate metabolism, peptidoglycan synthesis and cell divi-
sion. We experimentally validated PepF’s implication in most
of these functions. The study of PepF negative mutants con-
firmed its participation in protein secretion as well as in other
predicted functions.

MATERIALS AND METHODS

During the first phase of our study, we did a kernel canonical
correlation analysis to predict possible relationships of the
peptidase PepF with other proteins of L. lactis using the
method of Yamanishi ef /. (2003). In subsequent phases of
the work, we compared pepl’ mutants with the wild type
strain with special attention to the main functional categories
the potential partners of PepF, inferred by the KCCA, belong
to.

Inference of possible relationships by kernel canonical
correlation analysis

The KCCA is based on classical canonical correlation analy-
sis (CCA) used to measure linear relationships between two
groups of variables y and z. The goal is to find linear combi-
nations @; and a, of y and z that are maximally correlated:
(ay.ay)=arg max\c’ori"‘(,lH:HHZHZI(a{\«', alz)|. The linear combi-
nations are found by eigenvector decomposition and are or-
dered decreasingly. The KCCA is a regularized CCA based
on kernels. This means that the two groups of variables y and
z used in CCA are replaced by kernels, inner products be-
tween objects, the objects being in our case the proteins.
More precisely, the data set S is represented by a square ma-
trix of pair wise comparisons K=[k(x,x")] ' csxs
(Scholkopt et al., 2004). Then a classical CCA is done be-
tween the images of y and z. The advantage of using kernels
is that many different data types can be represented as a
comparison between objects and that once the kernel ob-
tained different data types are represented in the same way
and can be integrated into the same analysis.

We used five existing data types: protein metabolic net-
works, microarray data, phylogenetic profiles, distances be-
tween proteins and 2D-gel data available for L. lactis:

The protein metabolic network was constructed from net-
works representing several metabolic pathways obtained
from the database KEGG (Kanehisa ef al., 2002). We con-
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structed a unique graph, composed of 333 proteins, our
golden standard, with all available proteins in version
KGML_v0.6.

The available microarray data belong to studies on L. lac-
tis IL1403 comparing mutants and wild type strains or two
growth conditions. They were obtained in a database har-
bored at the server of the MIG department at INRA: http://
genome.jouy.inra.fr/efp/base/www and at the Gene Expres-
sion Omnibus at NCBI; we also used the data of Guedon
et al. (2001). We treated 51 experiments possessing a dif-
ferent number of repetitions, making 115 hybridizations in
total.

The genetic profiles (binary presence/absence vectors for
the genes of L. lactis) were constructed for all genes from
L. lactis 1L.1403. The presence of a gene was evaluated by
similarity (BLAST) in 276 completely sequenced bacteria.
The ARCT 0.9 program (http://genomics.senescence.info/
software/) included in HAGR (de Magalhaes ef al., 2005)
was used to construct the profiles. If the sequence similarity
had an E-value lower than 107 the gene was declared
present, otherwise the gene was declared absent from the or-
ganism. These data inform about the co-evolution of genes,
which is possibly related to a common function.

The position of the genes on the chromosome has been
used to calculate the distance between them. We calculated
the number of base pairs between the end of one gene and
the beginning of the next one, so as to use this measure as
distance. This data type has been included because general-
ly neighboring genes participate to the same function in
bacteria.

We had 2D gel data from 13 experiences (1 or 2 repeti-
tions) at our disposal, revealing the protein quantity (ex-
pressed in volume percentage) of proteins with an isoelectric
point between 4 and 7, on two different strains: L. lactis
IL1403, as all other data used, and L. lactis NCDO763. All
gels were run in the bacterial biochemistry laboratory (Unite
de Biochimie Bactérienne) at INRA (France). Data on ten of
these gels had already been published (Guillot ez af., 2003
and Gitton et al., 2005). We conducted a test of maximum
mean discrepancy described by Borgwardt er a/. (2006), in
order to determine if the data of the strain NCDO763 could
be used together with that of [L1403. The conclusion was
that data from both strains belong to the same distribution
and therefore can be used together. This type of data contains
many missing pieces of data compared to the transcriptomic
data, phylogenetic profiles and distance on the chromosome.
We used a completion strategy in order to deal with the miss-
ing data.

To apply a kernel method such as the KCCA, the first step
is to define a valid kernel for each type of data. Herein ker-
nels are, as described before, gene similarity matrices. We
have at our disposal information on the genes on one hand
and the protein metabolic network on the other hand.
In order to represent the undirected graph of the protein
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metabolic network we used a Laplacian exponential diffu-
sion kernel (Kondor and Lafferty, 2002). For the other data
we used Gaussian and polynomial kernels. The most appro-
priate kernels for each type of data are listed in Table I. Be-
fore the KCCA was done, all kernels were normalized.

Parameters a, as, @y, as as well as component number
and regularization parameter (8) in KCCA were determined
with a grid search leave-one-out cross validation (see supple-
mentary data). In each of the 333 iterations, the set of 333
proteins in the golden standard was split into a training set
and a test set composed of one protein. The feature space was
trained on the training set. The graph was built progressively
and compared with the original protein metabolic network,
the golden standard. The parameters retained were those that
made it possible to find known relationships with the lowest
error. The minimal error in regard of the test proteins was
calculated using the false positives (f) and the true positives
(h), EZE;‘E SfPIfP+h’ = E(‘e), The most adequate values
were chosen to minimize this error.

The 2D-gel data are the protein volumes of the observed
protein spots. This quantity was normalized with the total
protein volume on the gel to obtain a volume percentage for
each protein. We transformed these quantities following the
recommendations of Chich ef al. (2007), transforming the
volume percentage (%) into T(%V) as follows: T(%/V)
=(%J)13. If we denote n the number of proteins for which
the information is available in the three datasets used to con-
struct K, K3, and K, only n; <n proteins are present in the
dataset used to construct Ks.

Our strategy consists in completing kernel K,y
to give kernel K,y of the same size of the other kernels.
The most simple completion of K5 would be to replace the
missing data by zero (Ks,e.0s). This means that a neutral value
(the mean similarity) replaces the missing similarity values

.
Kspxny  Onpxtany)

after centering of the kernel: K., 0= Otumyiny gty
where n is the number of proteins present in all datasets and
n; the proteins detected on the 2D gels.

Nevertheless, we have some information about the miss-
ing data, i.e., the proteins not detected on the gel, helpful in
completing this kernel in a more “informative” way. We pro-
pose to create a kernel where missing data will be completed
with qualitative data taking into account the information we
have about the missing proteins (Ks,;). We know that some
of the proteins are absent because it is not possible to detect
them due to the experimental conditions, and that some oth-
ers are absent but could have been detected. We supposed the
proteins to belong to three object families: X=X; UX, U Xj.
X, were the observed proteins, X, were the observable pro-
teins (with a pH between 4 and 7 in the case of our dataset)
which were undetected on the gels and X; were the proteins
that were unobservable. We constructed a kernel for the ob-
jects belonging to X}, kernel K;(ruxm)’ In order to complete

the missing data we considered all possible interactions and
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Table 1. Kernels used for each type of data.
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Kernel

Datatype Kernel type Kernel function Explanations Parameters

Metabolic network Diffusion kernel K=cl L jor i=j a;
L; —d, for  i=j 0.01-0.1

0 otherwise
where i~/ means proteins i and ; are joined
in the graph and d; is the number of proteins
joined to gene i.

Phylogenetic profiles Polynomial kernel K2:‘DZT<I)2 where @, is a vector of features the size a,=40
of which depends on the power d=5
of the polynomial in
K. p)=((x )+ an)=D(x) ds(y)

This kernel construction has been chosen
to give a higher weight to the interactions
between two genes, than to the
interactions of higher order.

Distance Gaussian kernel K; — gma*dispos” where dispos is the distance in base pairs a3

between genes between the end and the beginning of two genes. 0.0005

Transcriptomic data Gaussian kernel 1\’4:0’“4*‘%3 where DD is the norm between the gene ay
expression profiles. 0.001-0.011

2D-gel data Completion of a K-:( K; Ksr,a) K;ze’“*‘ﬂ where d is the norm between as

Gaussian kernel > \Ks. Ksy the protein volume profiles. 0.55

See the text for Ks , and K ;.

replaced the missing value by a value reflecting the interac-
tions between each type of pair (Table II). The result is
Ksguatitnxn) The similarity between observed and observable
proteins as well as between observable and non-observable
(£) was chosen to be 0.01. The similarity between two ob-
servable proteins (6) was chosen to be 0.02. This means that
K Squali(nn) contains the values corresponding to the kernel
K(nyxny) TOr proteins detected on the gels and qualitative val-
ues or mean values for the proteins that were not detected

(Table I1). Other possibilities for the data completion could
be considered, for example, different values can be used in-
stead of uniform values.

At this point there was no guarantee that the K, .
positive definite kernel (PDK). This was achieved mini-
mizing the Frobenius distance between K and a

was a

Squali
PDK. The use of this distance has already been described

in Yamanishi and Vert (2007). In the present case a
PDK (K5) based on the original K and the kernel Ksguati

Table 11. Construction of Kiqua“ with values for the protein similarities based on the information about missing and available data. Each cell of the

table contains the similarity between two proteins x and x’. The values to complete missing data were £=0.01, #=0.02, the mean similarity of the

detected protein x € X with other proteins inside X; (m,) and the overall mean similarity for the comparison of two nonobservable proteins (Xj).
As the similarity between the protein and itself is maximal, the diagonal of Ksgy,); is composed of ones.

Observable

Observed X X, Nonobservable X3
Observed X} Ki(x,x") € Kg(x.x"
m,= M i—11
e LXGI=1]
1 eX)
Observable X, e 0>¢ e
Nonobservable X3 K;(-“~-\‘" e 1 —
m= 3 — m 2 m=m
oy Lxal=1] Hiex
xeX|
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Table I1I. Bacterial trains used in this work.

Strain Plasmid content Resistance Reference

E. coli TG repA+ pGhost9-pepF deleted (pTIL 120) Ery Nardi et al. (1997)

L. lactis L1403 — — —

L. lactis IL1403 A pepF — — This work

L. lactis TL1403 A pepF comp pILN13-pepF low copy Ery This work

L. lactis NZ9000-pSEC1 pSECI Cm de Ruyter et al. (19906),
Chatel et al. (2001)

L. lactis NZ9000 A PepF pSEC1 Cm This work

L. lactis NZ9000 A pSECI comp pSECI +pILN13-pepF low copy Ery This work

L. lactis NZ9000-pSEC1 +pepF pSECIT+pILN13-pepF high copy Cm, Ery This work

E. coli BL21 (DE3) Gold — — Stratagen

E. coli BL21 (DE3) Gold-pET pET28-pepF Km This work

results from minimizing the Frobenius distance K5
=arg minKEJHK:-W,,,-—K, where J is the set of positive
semidefinite matrix of size n X n. The resulting PDK is given

by: Ks=| Ksquatitn -n WKy 2n) ™ K guatitay <)

The goal of KCCA is to find correlations between
two datasets. One data set is the golden standard (K;) and
the second data set is composed of microarray data, phylo-
genetic profiles, etc., aggregated as K=K, +K3+K;. A
representation of all proteins is constructed in a way that
both data sources are as closely correlated as possible. The
proteins making up part of each dataset, the protein meta-
bolic network in one hand and of the integrated dataset on
the other hand, are represented in a way that reflects the dis-
tance between them. To construct this representation we
used the method proposed by Yamanishi ez a/. (2003). Given
kernels K| and K7, to each x € S corresponds a feature ®(x)
[respectively @y (x)] belonging to a functional space H,
(respectively f,). We searched for a direction f; in
(resp. f>» in H,) such that the generalized canonical cor-
relation  p(f],f>) between wix)=(D/x).f;) and wuylx)
=(Dy(x).fo) is maximized, where p(fi.f5)=cov(eu uy)/
yvar(uy) + 8|f [Py var(u) + AP, Tt is possible to show
that fi=2y csa, @x"), resp. f/i=2, 5B Pp(x"), and
u‘(,\):E\ soso Ki{x,x'),  resp. 11‘(,}):2\ osB Ky, x').
So  cov(uuy)=a’K\KyB, var(u)=1/na’Kre, var(uy)
=1/nB'K7B and ||fi|P=a’Ka, |[fs|P=B"K,B. Several or-
thogonal directions can be considered for summarizing
the feature space. If we denote (f(l’),z‘:l...m), resp. (f(zf)~
i=1...m) the directions, then gene x is represented by

L+ T
I\Simxnu Kithmx(rmm

Squali(ny %(n=ny))

Table IV. Plasmids used in this work.

(m

u,(x):u‘(,i)(x) s L{‘(,'”)(x) , resp. uylx) :L{‘(,?(X) seentiy ).
Therefore the distance between gene x and gene x’ will be
the Euclidian distance between uy(x) and uy(x").

We verified the validity of different kernel combinations
using the parameters obtained by the leave-one-out valida-
tion reconstructing known relations for more than one pro-
tein at the same time testing different combinations of ker-
nels. The combination of all kernels, which gave the least
false positives, was used to make predictions on our protein
of interest, PepF.

To define the possible partners of PepF, the threshold was
chosen as follows: the highest distance found between pro-
teins known to be neighbors in the protein metabolic network
was calculated and chosen to be the maximum distance to
accept a relationship between two proteins.

Experimental validation of possible relationships

The bacterial strains and plasmids used in this study are
listed in Tables III and IV. L. lactis strains were grown at
30 °C in M17 (Difco) medium supplemented with 5% glu-
cose. The chemical minimal medium contained only seven
amino acids essential for all lactococci (Cocaign-Bousquet
et al., 1995) as well as arginine (1.2 g/1) and threonine
(2.3 g/1) essential for L. lactis 1.1403.

The following antibiotics were added as selective agents
when appropriate: erythromycin (5 gg ml™! for L. lactis,
150 ug ml™! for E. coli), chloramphenicol (5 ugml™" for
L. lactis; 20 ug m1™! for E. coli) and ampicillin (100 zg ml™!
for E. coli), kanamycin (20 ug ml™! for E. coli).

Plasmid Characteristics Resistance Reference
pTIL 120 pGhost 9-pepF deleted: 162 b.p. deletion including the active site Ery Nardi ef al. (1997)
pSECI1 expression under PnisA encodes SPUsp:NucB Cm Chatel er al. (2001)
pILN13 allows switch to low copy number Ery Renault et al. (1996)
pET28 conceived for heterologous protein production Km Novagen
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Table V. Primers used in this work (the introduced restriction enzyme sites are underlined)

Primer name

Sequence

FpepF
RpepF
PetPepF-For
PetPepF-Rev
PilPepF-For
PilPepF-Rev

GCGGATATTAAGTTACCTATGGT
TTTGGCAATTACTTCTAAAGGAT
CATGCCATGGTTGCTAAGAATAGAAATGAAAT
GGAAGATCTAAGATGGACTCCTTTTTCAA
CTGCAGGCAGAAGAAGGATATGAATGAATG
GCGGCCGCATTTTTAAAGATGGACTCCTTTTTCAAC

Molecular cloning techniques were performed using
standard procedures (Sambrook and Russel, 2001). Plasmids
were extracted by using a QIAprep Spin miniprep kit
(Qiagen). Total L. lactis and E. coli DNA was isolated as
described previously (Hoffman and Winston, 1987). Re-
striction enzymes (New England Biolabs), T4 DNA ligase
from the Fast-link ligation kit, (Epicentre), Taug DNA poly-
merase MP (Qbiogene) and the TripleMaster PCR system
(Eppendorf) were used according to the suppliers’ recom-
mendations. PCRs were run using a Mastercycler gradient
thermal cycler (Eppendorf). All constructions were verified
by sequencing with an Applied Biosystems 310 automated
DNA sequencer using the ABI PRISM Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer). Primers for L. lactis
were selected on 1L 1403 (Bolotin e al., 2001) and for E. coli
on K12 (Blattner et al., 1997) genome sequences. The oligo-
nucleotides were purchased from Invitrogen. Annealing was
performed between 52 and 60 °C, depending on the primers
used.

We constructed pepF mutants by replacement with a de-
leted pepF gene as explained in Nardi ef al. (1997), elec-
troporating pTIL120 into L. lactis 1L1403 and NZ9000. In-
tegration of pTIL120 into the chromosome and subsequent
excision was achieved using the thermosensibility of the
plasmid. Mutant strains were screened first on their resis-
tance to erythromycin and second on the size of the fragment
amplified by PCR with primers FpepF and RpepF (Table V).
The presence of a correct insertional event and absence of
the vector was further verified by Southern blotting using
and ECL detection system (Amersham).

A sequence corresponding to pepF was amplified by
PCR from L. lactis 1L1403 total DNA with the primers
PetPepF-For and PetPepF-Rev (Table V) containing Ncol
and BglIT sites. PCR fragments were digested and cloned in-
frame upstream of the hexa-His pET28 vector (Novagen). E.
coli BL21 (DE3) Gold competent cells were transformed
with the resulting plasmids.

The whole pepF gene with its promoter region was intro-
duced into the plasmid pILN13 (or pILNew) (Renault ef al.,
1996). PILNew is a high copy number plasmid. [t is possible
to transform it into a low copy number plasmid restoring the
replication repressor by a Kpnl restriction and further liga-
tion. We used this construction for two purposes: (i) in high
copy number to study the eftects on protein secretion of the
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overproduction of PepF in the NZ9000-pSECI strain and (ii)
in low copy number to complement our mutants. The primers
used to amplify the gene with its promoter region and to in-
troduce the needed restriction sites, Pstl and Norl, were
PilPepF-For and PilPepF-Rev (Table V).

Cellular extracts were prepared to analyze PepF acti-
vity, presence of peptides, and metabolites of the pyruvate
metabolism. Once the cultures had been harvested at
ODgoo nm= 0.6 by centrifugation and washed with phosphate
bufter 0.2 M, cell lysis was achieved with a cell disruptor
(Constant System Ltd). The cytoplasmic fraction was ob-
tained by ultracentrifugation at 4 °C and 50 000 rpm for
20 min (Centrikon T-1080, Kontron intruments).

PepF activity was measured by its hydrolytic activity with
a fluorescent quenched substrate: Mc-Pro-Leu-Gly-Pro-Lys-
(DNP)OH. The fluorescence is emitted when the peptide is
cleaved (Tisljar ez al., 1990) and was followed over 100 s on
a spectrofluorometer 25 (Kontron instruments).

Pyruvate, acetate, lactate and formate in cell extracts
were quantified by HPLC on an Aminex-HPX-87H column
(BioRad) with an isocratic elution with 5 mM H,SO, at a
flow rate of 0.35 ml/min at 35 °C. Proteins had previously
been precipitated with H,SO, (2% final concentration). The
peak surfaces obtained were integrated and the quantity of
acid was calculated by comparison with the calibration curve
of each acid of interest.

Peptidoglycan from L. lactis IL1403 and its pepF mutant
was prepared from an exponentially growing culture
(ODgg0 nm=0.3) according to the protocol of Atrih et al.
(1999). Briefly, cells were boiled in 4% (w/v) sodium dode-
cyl sulfate (SDS) for 30 min. The insoluble cell wall was
washed six times with distilled water to wash out the SDS. To
remove the proteins, the cell wall pellet was treated with Pro-
nase (200 ugml™Y) for 16 h at 37 °C, then with trypsin
(200 ug ml'!) for 16 h at 37 °C. The cell wall was then
treated with fluorohydric acid to eliminate teichoic acids.
Once a final digestion with muramidase had been completed,
the muropeptides were reduced with borate and analyzed by
HPLC on a C18 Hypersyl PEP100 column. Muropeptides
were identified by comparison with a standard in which pep-
tides had been identified by mass spectrometry. Once the
number of the relative quantity (peak surface) of dimers (d),
trimers (t), and tetramers (te) of muropeptides had been ob-
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tained, a cross-linking index reflecting the peptidoglycan re-
ticulation level was calculated as follows (Glauner, 1988):
Cross-linkage=1/22Zd+2/32Zt+3/42te/ Zmuropeptides.

Secretion was studied exclusively in the strain NZ9000-
pSEC1 which allows the induction of a secreted nuclease
(NucB) of Staphylococcus aureus possessing the signal pep-
tide of'the lactococcal protein Usp45 and under control of the
nisin promoter. As NZ9000 possesses the nisRK genes on its
chromosome it is possible to induce the production and fur-
ther secretion of NucB by addition of nisin to the growth me-
dium. We tested four different nisin doses: 1, 2.5, 5, and
7.5 ng/ml. Protein cellular extracts were prepared from
200 ml culture after 3 h nisin induction, which we had
started at ODggy p=0.5. Cell lysis was achieved by disrup-
tion (Constant System Ltd.) in NaP0,; 20 mmol buffer con-
taining protease inhibitor cocktail P8465 (Sigma-Aldrich).
After ultracentrifugation, the supernatant contained the in-
tracellular extract and the pellets containing the envelope
fraction were resuspended in the same NaP0, buffer. In order
to compare the profiles between wild type and mutant, with
induction of 5 ng/ml nisin, a constant number of cells was
analyzed on 4-12% polyacrylamide gels (NuPAGE).

The secreted proteins were prepared from 5 ml superna-
tant (after centrifugation of 6 ml), precipitated with TCA
(20% final concentration), incubated for 30 min at4 °C and
centrifuged for another 30 min at 4 °C. Once the superna-
tant had been eliminated, the pellet was washed with cold
acetone, air dried and resuspended in 500 xl NaOH 50 mM
before analysis on 4—12% polyacrylamide gels (NuPAGE).

This test is based on the measurement of mono- and di-
nucleotides released by the DNA hydrolysis activity of
NucB. The incubation was carried out at 37 °C in 500 ml
buffer (Tris 25 mM pH 8.8; CaCl, 10 mM; BSA
0,1 mg/ml) containing I mg/ml sonicated salmon sperm
DNA (Sigma) with 10 gl supernatant. The reaction was
stopped by the addition of perchloric acid, which precipitates
non-hydrolyzed DNA. After incubation for 15 min and cen-
trifugation for 7 min, the optical density corresponding to
the liberated nucleotides was measured at 260 nm.

The first step in determining the accumulation of the sig-
nal peptide was a separation of intracellular and envelope
proteins of wild type and mutant by one-dimensional sodium
dodecyl sultate-polyacrylamide (4—12%) gel electrophoresis
(SDS-PAGE) using the NuPage system (Invitrogen). We then
cut the gel in the molecular weight range between 0 and
6 kDa. Peptides were obtained from these fragments through
three subsequent washes with ACN 50% followed by TFA
0.1% without digestion. The obtained peptides were pooled
and dried in a SpeedVac concentrator for 1 h, and then res-
olubilized in 25 ul of HPLC loading buffer (0.08% TFA and
2% ACN) and then analyzed by LC-MS-MS. The peptide
mixtures (4 ul) were injected onto the precolumn PepMap
C18 (300 #um IDX5 mm, 100 A) with a flow rate of
20 w1/min to remove salts. The peptides were analyzed in a
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50 min gradient of 2-80% of acetonitrile in water containing
0.1% formic acid. A flow rate of 300 nl/min was used
to elute peptides from the C-18 PepMapl00 reversed-
phase nanocolumn (75 gum IDX 15 cm, 3 xm, 100 A)
(LC Packings, Amsterdam, The Netherlands) to a
PicoTipTMEMITER nanospray needle (360 OD X 20 um,
10 um ID) (New Objective, USA) for ionization and peptide
fragmentation on an ion trap mass spectrometer. MS/MS
spectra were acquired for the 200-2000 m/z range and
batch processed by using Bioworks 3.2 software packages
and searched against the L. lactis MG1363 (NZ9000 being
a derivate of this strain) protein database using SEQUEST
software.

A culture of E. coli containing the plasmid to induce het-
erologous production of PepF-6histidines under the T7 pro-
moter was done in LB medium. The production was induced
by adding IPTG at a final concentration of | mM to the cul-
ture at an ODysq  of 0.5. Bacteria were grown at 37 °C
until IPTG addition and were then transferred at 30 °C dur-
ing the expression time (4 h) to avoid the formation of inclu-
sion bodies. The cells were harvested by centrifugation and
broken by one passage at a pressure of 1600 bar with a Con-
stant Cell Disruption System. The soluble fraction contain-
ing the recombinant protein was collected by centrifugation
at 15000 g for 15 min at 4 °C. The hexa-His-tagged pro-
teins were purified by affinity chromatography on
Ni"-nitrilotriacetic acid spin columns (Qiagen) according to
the manufacturer’s instructions.

For the localization of PepF in the cell, polyclonal anti-
bodies raised against PepF were produced by PARIS (Pro-
duction d’Anticorps, Réactifs Immunologiques & Services,
Compiegne, France). Once the antibodies had been tested by
a Western Blot, cell cultures were fixed in 4% paraformalde-
hyde, then dehydrated for 1 h in ethanol 30% (at 4 °C),
50%, 70%, (at —20 °C), 90% and 100% (each at =35 °C)
and immersed at —35 °C for 3 h in three baths of Lowicryl
K4AM (Delta microscopies-Labege-France)/ethanol 100%
(1v/2v, 1v/1v, and 2v/1v, respectively), followed by two baths
in Lowicryl K4M (16 h and 2 h). Polymerization was done
at320 nm for 48 h at —35 °C, and increased temperature, for
three days, up to 20 °C following Leica AFS procedure
(Leica-Microsystems Rueil-Malmaison—France). Thin sec-
tions (90 nm) were mounted on nickel grids. After blocking
reaction in buffer containing polybutene sulfone (PBS)-1%
BSA-0.1% cold water fish skin gelatin, thin sections were
incubated for 2 h at room temperature with the PARIS anti-
body raised against PepF, diluted 1:100 from solution at
4.45 mg/ml, in buffer containing 0.1% PBS and 0.1% BSAc
(Aurion-BioValley-France). The grids were rinsed in the
same bufter and incubated for 30 mn in protein A (1:20) con-
jugated with gold particles of 10 nm (Aurion-BioValley-
France). Once PepF molecules were observable, 50 indepen-
dent cells of each culture (L. lactis NZ9000 nisin induced
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Figure 1. Kernel performance represented by their capacity to
find known relationships between proteins (true positives) in
comparison with the wrongly detected relationships (false
positives). K. polynomial kernel constructed on the phylogenetic
profiles; K. Gaussian kernel constructed on the distance between
genes on the chromosome; K,: Gaussian kernel constructed on the
gene expression profiles from microarray data. The combination of
kernels (i.e., K23) was done by the addition of each kernel: K;+Kj.

and not induced) were observed and the quantity of marked
cells and of molecules per cell was counted.

To study cell division, cultures of IL1403, NZ9000-
pSEC1 and their pepF mutants were harvested and fixed
chemically with a solution of 2% glutaraldehyde and 0.1M
sodium cacodylate, included in resin Epon, and then cut at
room temperature. The cultures of NZ9000-pSECI were in-
duced for 2 h with 5 ng/ml nisin, which we started at
ODgpp=0.3. All sections were examined with a Zeiss EM902
electron microscope operated at 80 kV and images were ac-
quired with a charge-coupled device camera (Megaview I1I)
and analyzed with ITEM Software (Eloise, France; MIMA2
Platform, INRA-CRIJ).

RESULTS

Our results include (1) the inference: validation of the KCCA
on known relationships and (2) application of this method to
infer new relationships and the experimental validation of
the predicted relationships.

Inference

The protein metabolic network constructed from the meta-
bolic pathways existing in KEGG for L. lactis contains 333
proteins. [n order to test the performance of each kernel we
evaluated their ability to reconstruct the known protein meta-
bolic. In Fig. | we plotted the mean false positives against the
mean true positives until the expected number of arrows
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Figure 2. Graphical representation of the predicted relation-
ships found for PepF by KCCA organized by functional catego-
ries. Experimental validation was done for the most represented
functional groups. Proteins belonging to the first ten relationships of
PepF and represented here are underlined. For the exact distances
please refer to the supplementary data.

(present in the known network) was placed. When kernels
were used alone, their performances were not good, for ex-
ample, when K; was used alone the highest number of false
positives was found. The combination of the kernels K, K,
and K, turned out to be the best one (Fig. 1) and was used
later on to make the predictions for PepF.

In order to evaluate the performance ot K5 (proteomic
kernel), we worked with a smaller group of 104 proteins for
which 2D-gel data were available. We constructed the pro-
teomic kernel KSori for this group of proteins and tested its
performance to reconstruct the network obtaining an error
(percentage of false positives) of 0.385. We then split this
dataset into two parts and used only 54 proteins to construct
the kernel. Using the strategy of kernel completion, we con-
structed K50 and obtained an error of 0.394. The completed
kernel K5 has the highest error in comparison with the ker-
nels constructed for the other data: K5, K3, and K, (error
=0.294 for K,; 0.356 for K3; and 0.256 for Ky, Fig. 1). It
should be noticed that all kernels, if used alone, have a low
performance. The best results were obtained when data were
fused by summation. Using all kernels together, we de-
creased the error from 0.18 (obtained for K534, Fig. 1) to 0.17
(obtained for Ky3,5).

Using three kernels (K5, K3, and K,;) (Table I) 63 proteins
were found to be potentially related to PepF (Fig. 2); see
supplementary data for complete list of predicted relation-
ships and exact distances. This means that the distance to
these 63 proteins was below the chosen threshold (maximal
obtained distance between two proteins known to be related
on the protein metabolic network). Using the four kernels
(K5, K5, Ky, and K5) we found very similar results: 65 pro-
teins potentially related to PepF; 61 proteins belong to the 63
found using K, K3, and K, and four were proteins which
had not been identified before: MalE, DfP, ArsC, and FtsQ
(see supplementary data).

The proteins which were found to be related to PepF can
be divided into two main categories: (i) proteins belonging to
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known metabolic pathways (represented on the network) and
(i1) proteins not belonging to known metabolic pathways (not
represented on the network). The relationships of PepF to
proteins of the first category belong principally to two meta-
bolic pathways: pyruvate metabolism and peptidoglycan
synthesis. In the second category, we found enzymes respon-
sible for cell division and protein secretion that are strongly
represented. Moreover, the strongest relationship (the short-
est distance) was found to the signal peptidase SipL. This
relationship was reinforced by several common relations of
these two enzymes with proteins belonging to both catego-
ries mentioned above (Fig. 2).

Experimental validation of predicted relationships

for PepF

In order to determine possible relationships of PepF with the
predicted enzymes, we constructed two deletion mutants of
pepk in the L. lactis 1L1403 and NZ9000 strains and com-
pared the phenotypes of wild type and mutant. The L. lactis
[L1403 strain is the strain for which the data for the predic-
tions was used; L. lactis NZ9000 contains the pSEC Iplasmid
(Chatel et al., 2001) that carries the gene coding for an ex-
ported nuclease. We used this strain because current lacto-
cocei export only few proteins and we wanted to test our hy-
pothesis in a strain where secretion could be boosted and
regulated. This construction allowed us to overproduce a se-
creted nuclease (NucB) which had the signal peptide of
Usp45 (spys), the naturally most secreted protein in lacto-
coccei (Chatel er al., 2001). As nucB expression depended on
a nisin inducible promoter, we were able to determine the
effect of the absence of PepF in high secretion conditions.

The approach of Tisljar et al. (1990) using a quenched
fluorescent substrate was used to assess the absence of PepF
activity in the pepF mutant and pepF overproducing strain,
as well as to check that activity was restored in comple-
mented mutants (see supplementary data).

We analyzed the acids present in the supernatant by
HPLC (Fig. 3). We observed that the PepF mutant strains
produce less lactate. In L. lactis NZ9000-PSEC!1 the pyru-
vate quantity of the mutant increases in comparison with the
wild type. Modifications of acetate quantities were also ob-
served but the two strains behave in different ways. These
results confirmed an alteration of the pyruvate metabolism in
the absence of PepF.

For L. lactis 1L 1403 we found that, in rich media, the mu-
tant showed a more reticulated peptidoglycan. The relative
measurement of dimers, trimers, and tetramers of muropep-
tides of peptidoglycan makes it possible to calculate the
cross-linking index which was higher in the pepF mutant
(45.20) than in the wild type (35.36), indicating a higher re-
ticulation level of the cell wall in the mutant. In regards to the
differences in peptidoglycan composition, we studied the re-
sistance of mutant and wild type to 1 mg/ml lysozyme. As
expected, the mutant, with a more reticulated peptidoglycan,
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Figure 3. Quantity (in nm/ml) of acids of the pyruvate metabo-
lism in the culture supernantant determined by HPLC compar-
ing wild type (blue) and mutant strains (black) of L. lactis
IL1403 and NZ9000-PSEC1.

was more resistant than the wild type to lysozyme (Fig. 4).
We measured the activity of the nisin induced secreted
nuclease NucB in the supernatant and we did SDS-page gels
of secreted proteins. We observed that the export of proteins
was negatively affected in the pepF mutant when a high
quantity of nuclease was produced (induction with 5 and
7.5 ng/ml of nisin) (Fig. 5) and, correlated with this result,
we observed a rundown in the nuclease activity in the super-
natant (data not shown). We confirmed that this phenomenon
was only provoked by the absence of PepF, since in the
complemented mutant, secretion was restored. We also
tested the effect of an overproduction of pepF' by transform-
ing L. lactis NZ9000-pSECI with a high copy number plas-
mid carrying the pepF gene. No obvious ditference was ob-
served in the overproducing strain, suggesting that the
quantity of PepF present in the wild type was not limiting.
Additionally, the observation of strain NZ9000-PSEC1 by
electronic microscopy allowed us to observe a detachment of
the cell wall from the cytoplasm (Fig. 6), which we attributed
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Figure 4. Response of L. lactis IL1403 wild type and pepF mu-
tant cultures at stationary phase to 1 mg/ml lysozyme (+L). The
cell densities were measured at an optical density of 600 nm.
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Figure 5. SDS-PAGE electrophoresis of secreted proteins at
different nisin concentrations comparing the wild type NZ9000-
pPSEC1 nuclease overproducing strain with its pepF mutant.

to the strongly induced secretion of the nuclease. It was pos-
sible to observe that this detachment did not occur in the mu-
tant strain, in which, as we know, protein secretion was di-
minished or even absent.

The analysis of wild type and mutant strains allowed us to
detect a peptide in the low molecular weight fraction of the
cell cytoplasm of the pepF mutant corresponding to the first
ten amino acids of the signal peptide of Usp45. This signal
peptide is the most abundant signal peptide present in the cell
because of the induction of the expression of the nuclease
having the signal peptide of Usp45. The sequence of this
peptide is: MKKIISAILMSTVVLSAAAPLSGVYA. The
detected peptide was: MKKIISAILM with two variants
corresponding to different oxidation states of methionin:
MKKIISAILMox (646.6837 kDa) and MoxKKIISAILMox
(654.2787 kDa). These peptides were undetected in the wild
type’s same fraction.

We were able to observe PepF in the periphery of the cell,
in L. lactis NZ9000-pSEC1 (Fig. 7). Furthermore, in the ni-
sin induced culture of NZ9000-pSEC1 we observed a higher
percentage of bacterial sections with at least one PepF la-
beled molecule: approximately 70% in comparison to 30%
of the non-induced ones. The number of PepF molecules de-
tected in the not induced culture is also lower (Fig. 7).

NZQOO'O-pSE 1 .

Electronic

Figure 7. microscopy observations of the
immunogold-labeled peptidase PepF in L. lactis NZ9000-
PSEC1. When secretion is not induced PepF (a) then after induction
with 5 ng/mL nisin (b). The arrows indicate gold-labeled PepF
molecules.

As far as cell division is concerned (i.e., morphology of
the septum) no differences were observed in the electronic
microscopy observations.

DISCUSSION

This research sought to assess the role of the bacterial pepti-
dase PepF using a global statistical approach to guide experi-
mental studies. Our approach took advantage of existing
knowledge since available heterogeneous data had been ana-
lyzed before experimental work was started. The approach
allowed us (i) to discover a global role of PepF and decipher
consequences of the principal function of this protein and (ii)
guide laboratory work in order to avoid useless and time con-
suming experiments.

The results obtained during the validation of the KCCA
with known proteins making up part of the metabolic net-
work proved the power of the method. The error rates on re-
gaining the known protein metabolic networks are similar to
the ones obtained by Yamanishi e a/. (2003) and Yamanishi
and Kanehisa (2004). The good quality of predictions is cer-
tainly due to both the possibility of integrating more than one
data type and the training with a known network by correla-

Figure 6. Electronic microscopy observations of L. Jactis NZ9000-PSEC1 showing the detachment of the cell wall (gray arrows) in
the nuclease overproducing strain at 5 mg/ml nisin induction compared to its pepF mutant.
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tion to the metabolic network. The use of different data types
and the fact that we were able to introduce even data with
missing values, allowed us to improve predictions and added
even more flexibility to the KCCA than before. The strategy
we introduce can be a starting point for any type of missing
data. The kernel completion we propose for 2D gel data can
be improved by the use of different similarity values instead
of uniform values, for example.

The KCCA predictions allowed us to find a strong rela-
tionship with secretion proteins that had not been evoked in
previous studies on PepF. SipL, the protein that was pre-
dicted to be the closest to PepF (see supplementary data) is
the signal peptidase I that cleaves the signal peptide from se-
creted proteins other than lipoproteins. In the model for B.
subtilis proposed by Tjalsma et al., (2000) the signal pepti-
dase SipL cleaves the signal peptide of secreted proteins at
the moment of translocation. SipL is thought to cut this pep-
tide into two parts again separating both parts and allowing
the hydrophilic fragment to reach the cytoplasm (Tjalsma
et al., 2000), where the degradation activity by signal peptide
peptidases (sppases) takes place (Novak ef al., 1982). Using
a pepF mutant we determined that PepF is needed to achieve
the secretion of proteins. The blockage of protein secretion in
the mutant and the presence of a hydrophilic fragment of the
signal peptide in the pepF mutant support the hypothesis that
PepF is a signal peptide peptidase (sppase). Its principal
function would consist in hydrolyzing and recycling the lib-
erated signal peptide. As PepF is an endopeptidase that hy-
drolyses peptides between 7 and 17 amino acids (Nardi ez al.,
1997) the hydrophilic fragment of the signal peptide is in its
range of action. Furthermore, an inhibition of secretion by
signal peptides has been observed in E. coli (Chen et al.,
1987; Wicker et al., 1987). We think that the blockage of pro-
tein secretion observed in our pepF mutant is due to an accu-
mulation of fragments of the signal peptide. As growth is not
affected in the absence of PepF and the effects on protein
secretion are only observed during strong induction, it seems
that PepF is not the sole sppase in L. lactis. Similarly, two
sppases exist in B. subtilis: the membrane bound SppA (ytel)
and the cytoplasmic TepA (Tjalsma ef /., 2000). The fact
that we observed PepF localized in the periphery of the cell
reinforces its participation in protein secretion, which occurs
in the cell membrane. The fact that PepF is more abundant
when secretion is induced also confirms its role in this pro-
cess. In light of our results, the presence ot a second copy of
pepF on the lactose plasmids of L. lactis NCDO763 strains
(Monnet et al., 1994; Siezen et al., 2005) together with pro-
teins needed for growth in milk, as, for example, the cell-
envelope- protease that has to be secreted and the peptide
transport system OppCBFD (Siezen et al., 2005) becomes
clearer. In a general manner, it is not surprising that an addi-
tional copy of pepl is required for the proper localization of
membrane and surface proteins implicated in casein process-
ing and peptide transport. Among the membrane proteins
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with possible relationships to PepF we found, in one of the
first positions, BmpA, a basic membrane lipoprotein of un-
known function that is in fact an outer membrane in Borrelia
burgdorferi (Shin et al., 2004) and thus has to undergo secre-
tion in this organism. In L. lactis it possesses a signal peptide
of 27-30 amino acids as predicted by SignalP 3.0 (Bendtsen,
2004). It is therefore not surprising that this possibly secreted
protein has a strong relationship with PepF.

OpdA from E. coli is a protein similar to PepF showing
53% similarity around the active site (positions in the amino
acid sequence 378-439 and 457525 of PepF and OpdA, re-
spectively). OpdA has been described as being a possible sp-
pase (Dev and Ray, 1990; Novak ez al., 1982; Ichihara et al.,
1984). OpdA4 mutants affect the secretion of several proteins
(Emr and Bassford, 1982; Emr and Silhavy, 1980; Conlin
et al. 1992). We tried to complement our pepF mutants with
opdA from E. coli to prove that both proteins have the same
function but opdA seems to be toxic in L. lactis, because we
were not able to obtain cells containing the pILN13 plasmid
containing the opdA gene (data not shown).

When studied in several bacteria, both PepF and OpdA
were implicated in several functions. We have shown that
peptidoglycan structure was modified in the pepF mutant in
rich medium. We attribute this change to a collateral re-
sponse to the absence of PepF that causes a stress. A change
in the peptidoglycan structure has been documented in re-
sponse to osmotic and nutritional stresses in Lactobacillus
(Piuri et al., 2005) or in E. coli (Gyaneshwar et al., 2005). In
regards to the relationships of PepF with enzymes of the
pyruvate cycle, heterofermentation seems to be preferred in
the deletion mutants. In the NZ9000-PSEC! strain, acetate is
produced at the expense of lactate. In the IL1403 strain it
seems to be the production of acetolactate that is preferred,
whether any more acetate nor formate is detected. The alter-
ation of the pyruvate metabolism can explain the presence of
oxidoreductases in the possible partners of PepF that could
be responsible for rebalancing the redox potential due to a
fermentation modification. We did not observe differences
in cell division between wild type and pepF mutant observed
by electronic microscopy. It is possible that the morphology
of the mutant is not affected and that a technique other than
the observation of dividing cells would reveal differences
between wild type and pepF mutant. It is not surprising to
find some of the proteins participating in cell division among
our possible relationships of PepF. The cell division pro
teins (FtsW, FtsK, FtsA) of lactococci are homologous to
B. subtilis sporulation proteins and in B. subtilis the overpro-
duction of PepF inhibits sporulation apparently due to its
possible participation in the maturation of a signaling pep-
tide (Kanamaru et al., 2002). Recently Kavanaugh ef al.
(2007) demonstrated the involvement of an analogue of SipL
in Staphylococcus aureus in the maturation of an autoinduc-
ing peptide implicated in quorum sensing the precursor of
which is a signal peptide. Taking into account the strong re-
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lationship predicted between PepF and SipL, the involve-
ment of SipL in quorum sensing in S. ¢ureus and the fact that
sporulation is affected by PepF (Kanamaru er al., 2002), we
cannot exclude that the peptides maturated by PepF serve as
extracellular signals (quorum sensing) or as intracellular sig-
nals (gene regulation) which could explain its indirect par-
ticipation in different cellular functions.

We have shown that a global statistical analysis, with the
flexibility of the KCCA, can be used to predict the role of a
protein by inferring possible relationships with other pro-
teins. This approach allows one to pose a hypothesis about
the role of a single protein using existing data in order to
guide the laboratory work. At the same time it enables one to
find global relationships and pleiotropic roles that would not
have been detected with other approaches. The experimental
validations allowed us to confirm predicted roles and give
biological sense to the predicted relationships. Nevertheless,
even if a global approach was used, the complexity ot bio-
logical systems impedes the complete elucidation of the role
of'a single protein. We increased our knowledge of PepF and
confirmed its participation in protein secretion, but the pre-
cise mechanisms by which it interferes and other cellular
functions we studied remains unclear. This situation encour-
ages the development of complex and at the same time pre-
cise biological models that take into account pleiotropy and
connectedness ot all cellular functions.

Supporting information is available in an
document.
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4.2 L’export de protéines est affecté lors d’'une
surproduction des proteines exportees

Dans l'article I, nous avons observé que, dans abeslitions de surproduction d’'une protéine

sécrétée, en I'occurrence NucB, I'absence de Pepfait la sécrétion de la protéine majoritaire du

sécrétome de. lactis Usp45 et de NucB elle-méme. Nous avons compé&gé&onnées en évaluant

I'effet sur la sécrétion de Usp45 lors de la suidpaion d’'une protéine exportée substrat de la
sortase, ainsi que I'effet sur protéine exportéaneré a la membrane, une lipoprotéine (OptA lors
de la surproduction d’'une protéine sécrétée.

4.2.1 Analyse d’une lipoprotéine lors de la surproductiond’une protéine
sécrétée (NucB)

Nous résultats jusqu’a présent indiquent que lantiidades protéines exportées est affectée dans un
mutant PepF lors de la surproduction de NucB. Nmwmns également étudié la présence d’'une

lipoprotéine, exporté et attaché a la membranellegk. Pour cela nous avons réalisé un Western

Blot avec des anticorps contre la lipoprotéine Offtilgure 4-1).

0 ng/mL nisine 10 ng/mL nisine
Mut pepF Mut pepF  Mut pepF
IL1403 ILJ)\403 NZQOOO NZ9000
hY

CE_CE CE*CE 62 KDa

fj ,g: % -;L j {>

=59 .'\1

— 49 kDa
Figure 4-1 : Détection de OptA par Western Blot chez les southé&sctisIL1403 et NZ9000.
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4.2.2 Analyse des protéines sécrétées (Usp45b) lors destaproduction d’un
substrat de la sortase

La protéine surproduite est codé par un géne ctartele peptide signal de la protéine Usp4%h.de
lactis, la protéine NucA d&. aureuset I'ancre pour étre attacher a la paroi de lagime M deS.
pyogenesLe géne est sous contrble du promoteur nisine @t §tee induit en présence de nisine,
compte tenu que les genasRKsont présents dans le chromosome de la souche09Z8& agit

du méme systéme d’induction utilisé pour la surpotiddn de NucB décrit dans l'article I. La seule
différence est qu’il s’agit d’'une protéine ancr@msl la membrane et non pas libérée dans le milieu
extracellulaire (Figure 4-3).

Les trois fractions cellulaires, cytoplasmique (€nveloppe (M) et le surnageant contenant les
protéines sécrétées (S) ont été analysées par 8§sdpres une culture en présence de 5ng/mL de
nisine dans le but de comparer les profils entraléantpepFet le sauvage (Figure 4-2).

Le gel montre qu’il y a une différence entre leveae et le mutant quand a la quantité de Usp45, la
protéine majoritairement sécrété par le lactocogireeffet, chez le mutant, moins de Usp45 est
détecté dans le surnageant.

Mutant pepF  NZ9000
cC M S C M S

=& =8
e 1 =

—— S
28 S +4q
T e e

'5 j !

Figure 4-2 : Gel SDS-Page des trois fractions cellulaires caspique (C), d’enveloppe (M) et surnageant (S)&’un
culture de NZ9000 et son mutgrgpFcontenant pVE5547.

Nous avions montré I'accumulation de morceaux datige signal surproduit dans un mutaepF
(NZ9000-pSecl), ou la protéine sécrétée NucB egtraduite, il serait intéressant de détecter le
peptide signal et le peptide C-terminal contendamcke dans les souches NZ9000-pVES5547
sauvage et mutamepF. Les peptides recherchés seraient le peptide smoaknant de Usp45 :
MKKIISAILMSTVVLSAAAPLSGVYA et le peptide C-terminalcontenant I'ancre de la protéine
M : GETANPFFTAAALTVMATAGVAAVVKRKEEN (Figure 4-3). Nous avons rencontré des
difficultés techniques au cours de cette expérieb@chantillon préparé comme pour la détection
du peptide signal chez le mutant PepF ne contgrest assez de matériel. Au contraire, un
échantillon préparé a partir du cytoplasme sansegpasr le gel, méme ultrafiltré en ne gardant que
la fraction inférieur a de 3kDA, s’est averé trasmplexe et difficile a analyser. Il serait alors
nécessaire d’'inclure d’autres étapes de purifinatio

Avec ces résultats nous pouvons dire que I'exped protéines ancrées sur la membrane sont
affectées dans un mutant PepF de la méme maniérées/protéines sécrétées comme NucB. Ce
gue nous ne savons pas est si uniquement le pepgdal ou aussi le peptide correspondant a
I'ancre sont hydrolysés par PepF.
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En conclusione, ces résultats montrent que les tyges de protéines (sécrétées, ancrées sur la
paroi et lipoprotéines) sont exportées par la meaie et que son fonctionnement est perturbé en
absence de PepF.

Peptidoglycane

S‘
¥

Qo-HxTor

Membrane cellulaire

Spase I Ié I

Sort?

PS Degradatlon par

PepF?
Précurseur 7

d’une protéine  »
7 < X
ancrée a la T

paroi Ancre

Figure 4-3 : Schéma des peptides libérés lors de la maturatienerage des protéines substrats de la sortaisé q
lustre les peptides possiblement dégradés par PepF

Avec ces resultats nous pouvons dire que I'expesttotéines ancrées a la paroi par la sortase est
affecté dans un mutant PepF de la méme maniértegymotéines sécrétées comme NucB. Ce que
nous ne savons pas est si uniquement le peptidal 3g aussi le peptide correspondant a I'ancre,
gui posséde de caractéristiques similaires awidepsignaux, sont hydrolysés par PepF.

Nous avons observé qu’en absence de PepF et ldessieproduction d’'une protéine sécrétée ou
ancrée a la paroi deux types de protéines n'airipas a leur localisation habituelle a I'extérider

la membrane, une protéine sécrétée posseédanttidgsignal de Usp45 et une lipoprotéine, OptA.
Compte tenu de la présence des morceaux du peyigid@l de Usp45 chez le mutgepF (et leur
absence chez la souche sauvage), ainsi que lasktaah de PepF en périphérie de la cellule, nous
postulons que PepF est nécessaire pour un fonetioemt correct de la machinerie de sécrétion
qui, en son absence, pourrait étre encombrer pagdede signal non dégradé.

D’autres explications alternatives existent. Il gsssible que en absence de PepF les deux types de
protéines exportées soient dégradeés, possiblenaena glerégulation d’'une protéase membranaire
(inconnue) causée par I'absence d’'un peptide prguhn PepF. Il est d’ailleurs possible que la
modification du cycle du pyruvate, notamment, lmidution en production de lactate, provoque
indirectement un disfonctionnement de la machinggisécrétion par un possible manque d’ATP.
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5 Résultats des tests expéerimentaux des liens
préedits pour YvjB (Eep)

Les résultats des tests expérimentaux des liembtprde YvjB indiquent sa participation dans la

synthese et I'export des protéines prises en chaagda particule de reconnaissance du peptide
signal SRP. Le lien le plus fort est prédit aveh R protéine qui compose la SRP. De plus, la
grande quantité de protéines ribosomales et dehagmtde protéines retrouvés parmi ces liens
renforce le lien avec SRP qui est impliquée dans2&ién co-traductionnelle.

Parmi les protéines qui peuvent étre prise en ehpag SRP, nous avons favorisé les lipoprotéines
comme cible de YvjB a cause de la présence deglzalspeptidase Il et de la prolipoprotéine
diacylglycerol transférase, ainsi que les connassaur Eep chez. faecalis qui suggerent que les

précurseurs des peptides produites par Eep sopepailes signaux des lipoprotéines.

Pour tester I'hypothése que YvjB participe dansnkturation et sécrétion des lipoprotéines nous
avons construit un mutant de délétion du gémgB. Nous avons étudié la fonctionnalité,
localisation et maturation des lipoprotéines. le&suttats de ces expériences sont le sujet declearti
Il.

5.1 Article Il : Yv|B, an Eep-like Protein, is an
essential partner of the signal peptidase Il in
the maturation of certain lipoproteins in
Lactococcus lactis

Article soumis a la revudournal of Bacteriology
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YVJB, AN EEP-LIKE PROTEIN, IS AN ESSENTIAL PARTNERF THE SIGNAL
PEPTIDASE Il IN THE MATURATION OF SOME LIPOPROTEINBN Lactococcus lactis

Running title: YvjB, implicated irL. lactislipoprotein maturation
Liliana Lopez Kleiné?, Alain Guillot'®, Alain Trubuif, Véronique Monnét

1INRA, Unité de Biochimie Bactérienn&Plate-Forme d’Analyse Protéomique de Paris Sud-
Ouest, UR477,
F-78350 Jouy-en-Josas, France.
2INRA, Unité de Mathématiques et Informatique Appliquées34R F-78350 Jouy-en-Josas,
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en-Josas, France, Telephone: 33 (0)134652149, BaX) 834652163,
veronique.monnet@jouy.inra.fr

Although proteolysis is involved in numerous biological pocesses, the precise role of
different proteolytic enzymes often remains unknown. Pteolysis has been studied in
Lactococcus lactivecause of its crucial role during growth in milk. In adlition to this role,
and despite a significant number of proteins possesgjrtonserved proteolytic domains, little
is known about other roles for proteolysis in this baarium. Using a statistical approach,
coupled to an experimental validation, we predicted rekdonships for the putative
membrane-embedded protease YvjB and validated themsing wet-lab experiments. The
predicted relationships for YvjB concerned proteins inwlved in protein export and protein
synthesis, as well as lipoprotein maturation. In the lightof these predictions, we
hypothesized its participation in the process of lipoptein co-translational secretion and
maturation. By analyzing an YvjB knock-out mutant, we confirmed its participation in this
process through the recognition of some lipoproteins ndéated by the hydrophobicity of the
signal peptide. YvjB is also necessary for the cleavagé the signal peptide of at least one
lipoprotein.

Introduction

Proteolysis is of major importance to various bacteriattions. Among the proteases known to
play key roles are those secreted by pathogenic bauteita interact with the defense system of
the host or directly attack host tissues and constituteriaut virulence factors (30). Another
important role of proteolysis is in protein turnover, whicls baen very well characterized in
Escherichia coli(18). InLactococcus lactisproteolysis has been studied extensively because of
its crucial role during growth in milk, a very important chateristic of this bacterium used as
starter dairy industry (15, 29). Several research grdwgve participated in characterizing the
complex proteolytic system involved in nitrogen nutritiorLinactis (24, 32, 39). Nevertheless,
little is known about other roles of proteolysis in this bagte. Apart from the HtrA (33) or Clp
(42) proteases which degrade unfolded or damaged moteiacA, DacB (13) and YjgB (35)
which participate in peptidoglycan maturation and ComC BegF potentially involved in
competence (44) and protein secretion (28), respectilitlg,is known of the precise role of
other proteolytic enzymes bf lactis. The role of these proteins is still difficult to investigaie v
targeted experiments without any clue. We applied an agpiioawhich the significant amount
of post-genomic data available for this bacterium is usedder to infer the role of proteins. We
recently applied this approach to predict potential partnetheobligoendopeptidase F (PepF)
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(45). The predictions guided laboratory experiments, alwved us to successfully determine
the implication of PepF in protein secretion and other pleiotnapés (28). We here applied this
approach to another putative proteolytic enzyme, YvjB. Tgakmo account the presence of two
conserved proteolytic domains, HEXXH and NPDG, and tlusialization within the first and
third predicted transmembrane domains, YvjB likely belonga taown family of membrane
embedded proteases, the S2P family (37). Some mewithis family also have a PDZ domain
(23), as it is the case for YvjB. This family includesestimembers: YaelL (1, 5) iBscherichia
coli, YluC (7) and SpolVFB (37) inBacillus subtilisand Eep irEnterococcus faecalig3, 4).
Considering these similarities, we were interested in YvjBabge of its possible role in
regulatory processes and cell-cell communication.

Statistical inference predicted a strong relationship betwegd and proteins participating in

protein secretion, protein synthesis and lipoprotein madm.alhese predictions allowed us to
hypothesize the participation of YvjB in the co-translatiearstion of lipoproteins and their
maturation. By studying the oligopeptide binding protein Optifhwespect to its localization,

maturation and functionality, and the cellular localization of glbproteins, we were able to
reveal the participation of YvjB in the recognition and maturattd a group of lipoproteins

mediated by the hydrophobicity of the signal peptide. lEuntiore, we observed that Yv|B is
necessary to the cleavage of the signal peptide of atleadipoprotein.

Materials and Methods

Predictions

Predictions concerning the roles of proteins were obtaised) a Kernel Canonical Correlation
Analysis (KCCA) (45), as described previously (28)isTmethod enables the integration of
different data sources: microarrays, phylogenetic proféesomosome gene distances and 2D-
gels, as well as the KEGG protein metabolic network (22).a supervised method that uses the
KEGG protein metabolic network as golden standard (septeng the known relationships
between proteins df. lactis). The aim of our work was to expand this networttiag proteins of
unknown function to it, predicting relationships between jmeteof unknown function and
proteins already on the metabolic network, but also btwiee new added proteins themselves.
These predicted relationships are distances between afl, gabheulated on the basis of four data
sources (microarrays, phylogenetic profiles, chrom@&sagene distances and 2D-gels), the
knowledge on the protein metabolic network is includedcctwyrelation. A threshold is chosen
(the highest distance between two proteins, known to ghbhers on the protein metabolic
network) to define possible partners of the protein of @stedin conclusion, the role predictions
are given by the distances between proteins of intaresbther proteins in the organism, based
on all data sources at the same time (28, 45). This ligirakins was then used to define
functional categories. These categories are basedawnkand potential functions attributed to
the potentially related proteins. We then used this classifiicéd pose a hypothesis concerning
the role of YvjB, based on the premise that Yv|B angislicted partners participate in the same
functions.

Experimental protocols

Strains and plasmids

The bacterial strains and plasmids used during this strgljisted in Table 1 and Table B.
lactis strains were grown at 30°C in M17 (Difco) medium supplate@ with 5% glucose. The
chemically-defined medium (CM) (31) was preparedtaiming all amino acids or omitting the
essential amino acid leucine which was added in the édranpeptide (Leu-enkephalin: Tyr-Gly-
Gly-Phr-Leu, BACHEM) to obtain the same quantity ofdexe as in the CM. When necessary,
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erythromycin was added to the medium at a concentratiBrug;fmr1 for L. lactis.

Molecular cloning techniques

Molecular cloning techniques were performed using standesdedures (38). Plasmids were
extracted using a QlAprep Spin miniprep kit (Qiagen).alat lactis DNA was isolated as
described previously (20). Restriction enzymes (NewldgBiolabs), T4 DNA ligase from the
Fast-link ligation kit (Epicentre)Jag DNA polymerase MP (Qbiogene) and the TripleMaster
PCR system (Eppendorf) were used according taupeliers' recommendations. PCRs were run
using a Mastercycler gradient thermal cycler (Eppenddufinealing was performed between
52°C and 67°C, depending on the primers used. Alltoacttons were verified by sequencing
with an Applied Biosystems310 automated DNA sequencer, using the ABI PRISM Dye
TerminatorCycle Sequencing Kit (Perkin Elmer). Primers foractis were selected on 1L1403
(6) genome sequences. The oligonucleotides were madfram Eurogentec and are listed in
Table 3.

Construction of negative mutants

The pGhost9AyvjB and pGhost@A IspA plasmids were constructed by ligating PCR fragments
of around 1000 b.p. located upstream and downstrdatheogenes to be deleted. The PCR
fragments were obtained using the eepUF-eepUR or IspapAJR primers, respectively, and
eepDF-eepDR or ISpALF-ISpALR, respectively, in a pGhosi®smid after digestion of the
plasmid by the restriction enzym&hd and Spe for YvjB and Xhd and Smd for LspA. PCR
fragments were digested prior to ligationXiyo andEcaRI for eepUF-eepURXhd andBanH|

for IspAUF-IspAUR; Spé and EcaRI for eepDF-eepDRBanH| and Sma for IspALF-ISpALR.

The PCRs used to screen clones and for sequencirgy peeformed with eepF and eepR or
IspAF and IspAR that had been designed to amplify apmabely 300 b.p. and 500 b.p. when
the gene was deleted. TlgjB gene was completely deleted, including the intergenic region
betweencdsAand yvjB preceding theyvjB gene. In thdspA knock-out strain, 105 b.p. at the
beginning of the sequence were present and a stop eatoadded to be sure that transcription
stopped after this 105 b.p. For the complementatiopv8, three genes of the operonpps-
cdsA-yvjB and the intergenic sequence befoppswere amplified, and the PCR product ligated
into pILN13 (36) low copy number aft®st andNot digestion.

Construction of the strain with replacement of the OptAadigeptide with that of YvdF

In order to construct pGhost9-aROptA, the sequence coding for the signal peptidepA
was replaced by successive PCR reactions in which &aggrof the sequence to be replaced
were contained in the primers. These overhanging patteegfrimers were aligned at the same
temperature as the primers used for the PCR that folloimetbtal, six PCR reactions were
performed: i) PCR1 and PCR2, followed by PCR3 to inserupper sequence of tlygdF signal
peptide (UyvdF) and ii) PCR4 and PCRS5, followed by PQGRGnsert the lower sequence
(LyvdF) (Figure A1, A for appendix)The final PCR was cloned into the pGEMT plasmid. After
digestion withSpé and Apd, the fragment was liberated, purified and ligated in® pglGhost9
plasmid.

For both types of construction described above, weirgddathe mutants electroporating the
plasmids intoL. lactis IL1403 competent cells and replacing the wild type wittiebeted gene
(knock-out mutantyvjB andlIspA) or with theoptA gene containing the signal peptideyotlF
(SR4eOptA mutant),. Mutant strains were selected first of all wétspect to their resistante
erythromycin and secondly on the size of the fragmergliied by PCR. Integrationnto the
chromosome and subsequent excision were achieved thgirigermosensitivity of the plasmid.
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For the SR,qrOptA mutant, the PCR screening of clones could not be datherespect of the
length of the amplified fragment, as the wild type and theanhave genes of the same length.
The screening was performed with the LyvdFi-UyvdFi &laptSF primers using as criteria the
absence of amplification in the wild-type strain (Figure Al).

Cell envelope and supernatant fraction preparation

To prepare the protein extract, cultures were harvesttgdDsoonn= 0.6 by centrifugation and
washed with phosphate buffer 0.2 M at pH 6.4. Cell lysss wchieved with a cell disruptor
(Constant System Ltd.). The cytoplasm and cell envelopetidnsc were separated by
ultracentrifugation at 4°C and 50,000 rpm for 20 min (Gkotr T-1080, Kontron intruments).
The proteins secreted were prepared from 5 ml supetn@tier the centrifugation of 6 mL),
precipitated with TCA (20% final concentration), incubatemt 30 minutes at 4°C and
centrifuged for a further 30 minutes at 4°C. Once tipeswatants had been eliminated, the pellet
was washed with cold acetone, air-dried and resuspend@@®u L NaOH 50 mM.

1D-SDS Electrophoresis — LC-MS-MS

Protein fractions were separated using one-dimensigdinrscdodecyl sulfate-polyacrylamide (4-
12%) gel electrophoresis (SDS-PAGE) using the NuRRggeem (Invitrogen). For the MS-MS
analysis of lipoproteins in the envelope fraction (carreed by the Plateforme d’Analyse
Protéomique de Paris Sud-Ouest), three independentesulind extractions were processed for
each strain. The gel was cut in the mass range wheoedacal lipoproteins were predicted to
be, based on the analysis of the IL1403 genome (48),between 14 and 62 kDa, resulting in
nine samples per lane for analysis. After trypsin digestawvernight at 37°C) with 100 ng per
sample of the gel fraction, peptides were obtained fteae fragments through three subsequent
washes with ACN 50% followed by one wash with TFA 0.T%e peptides thus obtained were
pooled and dried in a Speed-Vac concentrator fothiEm resolubilized in 2l of HPLC loading
buffer (0.08% TFA and 2% ACN) and analyzed by LC-MS on LTQ-Orbitrap Discovery
(Thermo Fisher, San Jose, USA). The peptide mixturgh (dere injected onto the PepMap C18
pre-column (30Qum ID x 5 mm, 100 A, LC Packings, Amsterdam, Nethat&hat a flow rate
of 20 ul/min to remove salts. The peptides were analyzed in ani0 gradient of 2-80%
acetonitrile in water containing 0.1% formic acid. A flow rafte300nL/min was used to elute
peptides from the C-18 PepMap100 reversed-phasecolamon (75um ID x 15cm, 3um, 100
A) to a picoTip nanospray needle (360 OD x 2@, 10 um ID) (New Objective, USA) for
ionization and peptide fragmentation on an ion trap massrgpneter.

The LTQ-Orbitrap mass spectrometer was operated usirdibdc 2.07 with the Nth order
double play parallel method: one MS scan event on thér@p analyser for a maximum of four
MS/MS fragmentation events on the LTQ analyser only eptiges charged two or three times.
Intact peptides were detected in the Orbitrap at 7500 tesmolan centroid mode on the 300-
1600 m/z range. Internal calibration was performed usiegion signals of 391.2843 and
536.1656 as lock mass. Maximal ion accumulation time atlowrethe Orbitrap was 100 msec.
3.10" ions were accumulated in the ion trap for generatiol€i@f spectra. CID normalized
collision energy was set to 40%.

Database searching and quantization

All protein identifications were performed with Bioworks 3.8R1 (Thermo Fisher, USA). The
raw data were converted and filtered to create a psakising the default data generation
parameter for LTQ-Orbitrap mass spectrometer. All pestk Ibf precursors and ion fragments
were matched automatically against 32 lipoproteins of lthdactis IL1403 genome. The
Bioworks search parameters were: trypsin specificity witfe missed cleavage, methionine

91



oxidation; mass tolerance fixed to 20 ppm for the precucspand to 0.5 Da for fragment ions.
The search result was filtered with a multiple threshold fégplied at the peptide and protein
levels consisting of the following criteria: Xcorr magnigudp to 2.2 and 3.0 for di- and tri-
charged peptides, respectively; peptide probability Idiven 0.01ACn greater than 0.1; peptide
mass tolerance lower than 10 ppm; only the first matchltrésr each identified peptide. We
retained only proteins identified by two different peptidestwo out of three independent
repetitions. The results of the nine analyses for eachplsa were merged with the
multiconsensus function of Bioworks 3.3.1SP1. The faiseodery rate for protein identification
after merging was estimated to be <0.7% with a completeseVe1403 database.

The quantification was carried out by spectral counting appro&’e used the average number of
scan events that identified a protein as quantitativenpetea. We classified proteins into two
different groups when the difference in quantity washéighan 25% and concerned more than
three spectra.

Western blots

Western blots were performed to detect OptA with antibo(#83. OptA antibodies (dilution
1/1000, 2 hours) were incubated after the electrophotesinsfer of proteins from the
polyacrylamide gel to a nitrocellulose membrane (Trans;Bddorad, 0.45um). Horseradish
peroxidase-coupled anti-rabbit antibodies were used secand antibody (dilution 1/3000, 1
hour) and revealed with an ECL kit (Plus Western BlgttiDetection System, Amersham
Biosciences).

Results

Predicted links for YvjB and its possible roleLizctococcus lactis

The KCCA predicted 78 proteins to be in close relationshilp YwvjB (Figure 1 and Table Al in
the appendix for the complete list of predicted relation$hisst of these proteins are involved
in protein synthesis. Eight of them are ribosomal pmetand eighteen are proteins participating
in functions such as elongation (FusA), termination (NusQ@)eptide release (PrfA) and which
are all necessary to synthesis. The strongest relationshigviB was predicted to be Ffh, a
protein which forms part of the signal recognition parti®&RP) responsible for conducting
proteins endowed with a signal peptide to the Sec translobloe receptor for SRP in the
membrane, FtsY, as well as a member of the Sec transl&sxY, are amongst the predicted
partners of YvjB. Both ClpX and the transporter EcsABeadly described as regulators of
protein secretion (including lipoproteins) Bacillus subtilis(27, 34) were also found to be
linked to YvjB. All these predicted relationships suggestagigpation of YvjB in protein
secretion. A link between lipoproteins and YvjB appeareduttiaits relationship with signal
peptidase 1l (LspA) which cleaves lipoprotein signal peptides with the prolipoprotein
diacylglycerol transferase (Lgt) which participates in thegdiptein modification. Taking into
account the most closely represented categories of mpsoteiked to YvjB and the strong
relationship with Ffh, we hypothesized that YvjB participates endbr-translational secretion of
lipoproteins which regroups the three principal categoriegich the predicted partners of Yv|B
can be classified: protein secretion, protein synthesisipoprbtein maturation (Figure 3). Our
prediction indicates a possible participation of YvjB in tranation, localization and/or signal
peptide cleavage (maturation).

Twenty-two of the predicted relationships had an unknawactfon. These included a cluster of
proteins (YhhG, YIxQ, YhhC) encoded by neighboringngs. The first two are probably
involved in transcription and translation, while the third jgudative integral membrane protein
homolog of the LrgB oStaphylococcus aureusnplicated in the regulation of murein hydrolase

92



(21). More generally, the category of membrane proteas well represented, with five proteins
predicted to be linked with YvjB.

Experimental validation of predicted roles

We chose to work with thevjB mutant in order to determine the effect of the absehdévjB.
The growth of this mutant was lower in M17-glu compareth® wild-type strain (Figure A2).
We started analyzing the secretion of the naturally mmshd@ant secreted protein in lactis
Usp45, and did not detect any difference in the amousgateted Usp45 in the wild-type and the
yvjB mutant (data not shown). Then, we focused on one riipeip, the oligopeptide binding
protein OptA, whose functionality, can easily be demonstretexperiments where an essential
amino acid is only available in form of oligopeptide. listprotein is not functional, the strain is
not able to transport oligopeptides (25). We observetdtiiea/vjB mutant was not able to grow
when leucine was only present in form of the pentapegdéd-enkephalin and had the same
phenotype as aonptA mutant (Figure A3a). We checked that the complemeptg8l mutant
retrieved the wild-type phenotype, i.e. its ability to gport leu-enkephalin (Figure A3b).

Once we knew that OptA was not functional in y)B mutant, we turned to its correct
production and localization. We prepared supernatatdplasmic and envelope protein extracts
and detected OptA by Western blotting with the antibodies ymedi by Lamarque and
colleagues (25). OptA was not detected in the envelopgdneof theyvjB mutant. We knew that
optAwas expressed in thy®jB mutant because we observed a normal, even incrgasedity of
OptA in the cytoplasm (Figure 3). The absence of Opbtinfthe envelope explains why it was
not functional in this strain (Figure 3). Consequently, ®¥planations remained possible to
account for the absence of OptA in the envelope fractidheyvjB mutant: either OptA was not
exported or it was exported but rapidly degraded. Neekxdh, we did not detect any OptA
degradation product by LC-MS-MS in the SDS PAGE. &ntast, we detected another
lipoprotein, BmpA, in both, the mutant and the wild-typaistrin several bands between 14 and
39 kDa. We did not detect OptA or OptA fragments bgstérn blot in the supernatant either.
We decided to perform a global experiment to investigatertsepce of allL. lactislipoproteins

in the cell envelope of thevjB mutant using LC-MS-MS. We identified 15 lipoproteins on Whic
the absence of YvjB exerted different effects. Thréferdint behaviors were observed (Table 4):

) A first group of lipoproteins whose abundance diminishedtha envelope (or
disappeared completely, e.g. OptA and YpcG).

1)) A second group of lipoproteins whose abundance incraadbd cell envelope.

1)) A third group of lipoproteins which could not be classifiadthe other two groups
because no significant difference in quantity was afeskbetween the wild-type and
theyvjB mutant.

Different characteristics, such as the mass, codon ddeptadex, length and hydrophobicity
(gravy index) of the signal peptide were assessed in ¢oddiscriminate between these two
groups. Generally speaking, proteins with a mass hitjfear 35 kDa and a less hydrophobic
signal peptide belonged to the first group (group 1), samtled to disappear from the cell
envelope in aryvjB mutant. The FrdC, OptA, and YpcG proteins, whichauidedly form part
of group I, had two common characteristics: a KXXL matifposition 6 of the signal peptide,
and a hydrophobic amino acid in position -2 of the lipolwoxitrasting with group 1l lipoproteins
(YvdF, YjgC, FhuD, BmpA) which presented a hydrophdmino acid in this position (for more
details see table A2). At this point, we knew that YvjB ipgrated in the recognition and correct
localization of OptA and probably of other lipoproteinggodup |.

To test the importance of the peptide signal, we dddidenvestigate the effect of replacing the
OptA signal peptide by the YvdF signal peptide, the pmotose abundance increased most in
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anyvjB mutant and had one of the most hydrophobic signal eptld the presence of YvjB (in
the wild-type strain), we observed that replacement of bt Gignal peptide had no effect on
its localization and maturation which remained correct. éyihB mutant, replacing the OptA
signal peptide correctly restored the localization of OptAthe cell envelope (Figure 3B).
Nevertheless, it was present in its precursor form, simdathat found in the cytoplasm.
Interestingly, OptA was shown to be functional in this stras it was able to transport the
pentapeptide leu-enkephalin. This observation indicates tbatdimect localization of OptA in
the envelope in thgvjB mutant depends on the nature of the signal peptide. Futher it
showed that the correct maturation of the protein also depsntise presence of YvjB (Figure
3B).

Consequently, we wondered whether YvjB itself could ssdehe signal peptide from OptA and
act as a lipoprotein signal peptidase. We constructedralspeptidase 1l (LspA) mutant and
checked whether, in dapA mutant, the OptA and SRrOPptA signal peptides were cleaved. As
this was not the case, we concluded that LspA and nfg dteaved the signal peptide of these
proteins. We also observed that OptA was functionaloith bhelspA and SR,qcOptA mutants
(data not shown). Construction of a double mutispA-yvjB allowed us to confirm that OptA
was correctly localized in the membrane, but only inpghesence of YvjB (Figure 4). These
results confirmed that LspA cleaves the signal peptidépaproteins and that YvjB is needed
for the correct maturation of $SRFOptA.

Discussion

Predictions helped to pose a biological hypothesis

Predictions concerning the role of YvjB we made using tB€K method led us to hypothesize
the participation of YvjB in lipoprotein export. The strongesationship, predicted to be with
Ffh, gave some indications about its crucial role in the rattun of proteins carrying a signal
peptide and secreted via the so called co-translationadtieer pathway (40). Export occurs at
the same time as proteins are synthesized, and is drisu&RP, composed of Ffh and the small
RNA subunit. The fact that several proteins participating abeom synthesis were predicted to be
close to YvjB reinforces the prediction of its participationthis process and not another possible
role for Ffh, such as its implication in the acid stressponse (19). Furthermore, relationships
with the signal peptidase Il (LspA) and the prolipoprotdiacylglycerol transferase (Lgt)
indicated that YvjB might be involved in the processing obpipteins. We tested the
hypothesis of the participation of YvjB in the maturationlipbproteins and observed that it
participates in both, the correct localization and maturaticat tdast one lipoprotein, OptA, the
oligopeptide binding protein, and its derivative,gPFOptA.

We did not check on all of the predicted links, although mbshem seemed pertinent. As an
example, we can report the link between YvjB and the Essport system. This relationship
seemed reasonable because the Ecs system has beentshart as a regulator of lipoprotein
secretion inBacillus subtilis(27, 34). Consequently, our prediction method predua large
number of specific new clues that need to be explored.

Global analysis of lipoproteins reveals that YvjB is necgs&arcorrect localization of OptA

The results of our global analysis showed that not alphpieins were affected in the same way
by the absence ofvjB. Three types of behavior were observed. In the fireugr we found
lipoproteins including OptA, whose abundance decreasédeirmbsence of YvjB, while in the
second group were lipoproteins whose abundance indréaiseh as YvdF) and in the third group
were lipoproteins that were not affected by the abseh¥®j8. Thus, an initial conclusion can
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be drawn from these results: YvjB participated in theamriocalization of group | lipoproteins.
In its absence, these proteins did not reach, or ardylypattained, the cell envelope. Restoration
of the correct localization of the OptA protein containing YwelF signal peptide instead of its
original peptide showed that the nature of the signal peptiddiated the recognition of
lipoproteins by YvjB. Interestingly, OptA with the YvdF sigr@eptide, i.e. SRqrOptA, was
correctly localized in the cell envelope; not in its mature fduaot, nevertheless functional. At
least one example of an immature but functional lipoproteg diieeady been reported for
lactis (43). The effect of the absence of YvjB on several liptgons which generally ensure the
substrate binding of transporters might explain why gratiheyvjB mutant was affected.

We wondered weather OptA could be liberated into the exthalarzemedia in theyvjB mutant as
had already been observed for other lipoprotein8.ircereus(17), which could explain its
absence from the cell envelope in this strain. For gasan, we screened the presence of OptA
in the culture supernatants during exponential phase ghée beginning of the stationary phase.
We were not able to detect OptA in the supernatant of icellse exponential phase and detected
a weak signal (in both, the mutant and the wild-type) athiginning of the stationary phase,
probably due to cell lysis or to a release of OptA in fdtase of growth as a part of a regulatory
event. As the same observation was made in the mutdrnhanvild type strain only in stationary
phase, we conclude that OptA was not specifically lileeratto the extracellular medium, in a
form detectable by the antibodies used, during the expohehi@se of growth in the mutant
strain.

As already mentioned, it is possible to imagine that Optéict be hydrolyzed while its
SRwgrOptA derivative would remain more stable. Neverthelessdidenot detect any OptA
fragments neither with our MS-MS analysis nor with antibeds®, we concluded thaptAwas
expressed but the corresponding protein OptA was hetalveach the cell envelope in w]B
mutant. Even though, it is possible the OptA is completielgraded into oligopeptides or free
amino acids, undetectable by the techniques we used.

YvjB is implicated in recognition and signal peptide cleavage
By combining these results, it is possible to say that Yvjietessary at two steps of lipoprotein
maturation of group I

i) Correct localization of group | lipoproteins on the basishef hydrophobicity of the

signal peptide and

i) Cleavage of the signal peptide of at least,&®ptA.
In B. subtilisand E.coli, the hydrophobicity of the signal peptides drivestgirs through the
SRP pathway: the most hydrophobic signal peptidesttebd recruited by SRP (26, 46). As the
lipoproteins recognized by YvjB seem to be the ones widsa hydrophobic signal peptide, we
propose that the recognition of group I lipoproteins lBYoccurs in a later step of secretion,
once the pre-secretory protein has been delivered t8Rkereceptor FtsY or even to the Sec
machinery.

Taking account of the presence of PDZ and the resblisined by Fuh and colleagues that
demonstrate its involvement in polypeptide recognition (E&)ssibly, the consensus motif
KXXL, found in the signal peptide proteins of group | Iflea A2) could be the target of this
recognition. The most likely hypothesis would be that the RD&if is implicated in the
recognition of lipoproteins. Nevertheless, the PDZ motiftiesen predicted to be in the outer part
of the cell in homologues of YvjB (11, 23). It thus rensaunclear whether and how this motif
might participate in recognizing the lipoprotein precussor
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The proteolytic domain is probably implicated in the sec@mtttion of YvjB. Our results
indicate that the presence of YvjB is necessary for siggatidase 1l to cleave the signal peptide.
With respect to Eep i&. faecaligof which YvjB is the homolog) it has been determined tha
N-terminal part of the peptide is recognized by this enz{1®¢. The authors propose that the
signal peptidase Il (LspA) cleaves the signal peptide that Eep acts on the peptide thus
released. Nevertheless, An and Clewell (2) also shdkhadcleavage of the signal peptide by
Eep could occur independently of cleavage by LspA:. fdulings confirm that both YvjB and
LspA are necessary for signal peptide cleavage. @ikarvages of lipoprotein precursors have
already been observed, for example, on PrsB.isubtilis(41) and on MtuA inStreptococcus
uberis, in the absence of LspA (14). $ uberisbecause the alternatively cleaved form of MtuA
disappears in a double mutant callsgA-eep(eepbeing the homologue ofvjB), the authors
conclude that the alternative cleavage is achieved by HegseTresults show that the action of
Yvjb could occur before cleavage of the signal peptidedpA.

It has been postulated by (2) that LspA and Eep workeny close association, placing the
lipoprotein to be matured between them like a sandwichth@rbasis, and from our results, we
can hypothesize that either cleavage by YvjB must occstrth allow further cleavage by LspA,

or that YvjB needs to be present to maintain the lipoproteiclase contact with LspA, thus

allowing cleavage to occur. A punctual mutation in the aditeeof YvjB could help to answer

to this question.

Are group Il lipoproteins recognized by another enzyme?

Our results also indicate that there may be a secongnenwith functions similar to YvjB that
processes group Il lipoproteins, as in the absence & &ng when OptA carries a group | signal
peptide this protein overcomes the first step in maturalibis protein might possibly be YueF,
which is endowed with a proteolytic domain (COG0612glRqgPredicted Zn-dependent
peptidase) and two (by Toppred) predicted membrane nngma region
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/portal.py?formspaul). Our statistical analysis
predicted it to be linked to YvjB.

Does the function of YvjB form part of RIP?

As already mentioned, YvjB is most likely a member of 8 family. These proteins are all
involved in regulating a cellular process. The generic m@sm by which these proteins
participate in protein maturation has been called Regulatedriambrane Proteolysis (RIP) (8).
This refers to a mechanism in which a membrane embeutdéshse produces signals during the
degradation of a lipoprotein or membrane protein. The &8 on a portion of the substrate
protein that is smaller than 30 amino acidskirfaecalis for instanceit is the signal peptide of
lipoproteins (8). We have demonstrated the participationy\gB in the processing of a
particular type of lipoproteins. Its implication in this presehad been suggested by statistical
predictions. We have also demonstrated that YvjB partigpatéhe maturation of at least one
lipoprotein, i.e. SR4rOptA. Comparison of the peptide sequences known toleased by Eep
(LFSLVLAG, (2) and LVTLVFV, (9)) in E. faecalis and SR,rOptA
(...TLGTVALGSAALLAAC) in L. lactis indicates a certain similarity and the presence of a
leucine between positions -7 to -9 of LspA cleavage. ftossible that this amino acid plays a
crucial role in the production of a peptide resulting figroprotein maturation. We have not yet
been able to detect the peptide that may be released adl mat confirm our cleavage
hypothesis It is not clear either whether Linlactis, the released peptide is simply recycled or
acts as a signaling molecule, in a way similar to whapéagin Enterococcus.
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In conclusion, we have shown that YvjB participates in theecbiocalization of lipoproteins
with low hydrophobicity signal peptides. Its implication itwas the recognition of these types of
proteins. YvjB is also necessary for the cleavage ophgieins with high hydrophobicity signal
peptides. In this way, YvjB can cleave the lipoprotein digreptide firstly, to allow complete
cleavage by LspA and/or to retain the lipoprotein to be radtwithin the membrane so as to
allow its cleavage by LspA. Further studies are neededtésnd@e precisely at which moment
YvjB participates in the recognition and maturation of lipoprst@nd what is its exact action.
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Figures

Figure 1: Graphical representation of the predictedioalships found for YvjB by KCCA,
organized by functional categories. Predicted distancesndoeackets. The complete list and
precise distances can be found in the appendix (Tab)e Rroteins belonging to the first ten
relationships of YvjB are underlined. Their complete naaresRplE: 50S ribosomal protein L5,
PrfA : peptide chain release factor RF-1, GidA: glucose itddbdivision protein, NusG:
transcription antitermination protein, Ffh: signal recognitiomtigle protein, YuaA: putative
CMP-binding factor, YhhG: hypothetical protein, YIxQ: prolabibosomal protein, Yccl:
contains N-acetyltransferase motif, YhhC: homolog of LogBtaphylococcus aureus
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Figure 2 : Representation of the proteins predicted tolagedeto YvjB and participating in co-
translational secretion mediated by SRP and lipoprotein ntiaturaArrows with dashed lines
indicate possible relationships between YvjB and otheepr®. SP: signal peptide.
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Figure 3 : A) Detection of OptA by Western blot in the wiygé strain (IL1403) and thgvjB
mutant in three cell fractions at R§=0.6 and in the extracellular fraction at BR&2.. B)
Detection of OptA in the strain containing an YvdF signal pepiidtead of the original OptA
signal peptide (SRqrOptA). C: cytoplasmic fraction, E: envelope fraction, S: edHalar
fraction. Masses were determined by comparison with @avknmarker (not shown). The
detection of OptA in the wild-type strain (IL1403) and $hgB mutant in the cytoplasm and
envelope fraction at D§y=0.6 has been done 5 times and the same results biaraed.

A wild-type OptA B: spP,,,OptA
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Figure 4: Detection of OptA by Western blot in the wildgygtrain (1L1403), théspA mutant,
the double mutanspA-yvjBand thelspA mutant containing an YvdF signal peptide instead of
the original OptA signal peptide (SR-OptA). C: cytoplasmic fraction, E: envelope fraction.
Masses were determined by comparison with a known mérkeshown).
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Tables
Table 1 : Bacterial strains used in this work
Strain Plasmid content Resistance Source
L. lactisIL1403 - - (12)
L. lactisIL1403 AyvjB - - this work
L. lactisIL1403 AyvjB compl. pILN13yvjB operon Ery this work
L. lactisIL1403- SRqrOptA - - this work
L. lactisIL1403Ayv|B - SRgrOptA - - this work
L. lactisIL1403 AlspA - - this work
Table 2 : Plasmids used in this work
Plasmid Characteristics  Resistance Source
pGhost9AyvjB - Ery this work
pILN13- yvjB operon low copy numberEry this work
pGhost9- SR,4rOptA - Ery this work
pGhost9A IspA - Ery this work
Table 3 : List of primers used in this work. Restriction sitesuaderlined.
Primer name Primer sequence Restriction
sites
eepUF CTCCTCGAGAGAACATCTGGTGAACAAAG Xha
eepUR GAAGAATTCTTAGAATAGTCCAAGTAGATGC EcaRl
eepDF GAAGAATTCATCTATTCGTCTTTCTATTTC EcaRl
eepDR AACTACTAGTTTCAGTATAAGCTACATTTG Spé
eepF GTAAAAGATTCAGGTAAAAT
eepR GAAATAGAAGACGAATAGAT
CeepF TGCACTGCAGTAATAACCAAAGAGCATAAT Pst
CeepR GGCCGCGGCCGBTTTCCTTTATGAGTTTGGT Notl
UoptSF CTTTACACCAGTGGGAATGAG
UyvdFi-UoptSR  TTGCAAGAGTCAACAATTTTATTTTCTTCATGTAATTTCCCTC
LoptAR CATACCCGCTGGTGTTAAGC
UyvdF-LopAF  AAATAAAATTGTTGACTCTTGCAA TTGCTTGCAGCATGCGG
LyvdFi-UyvdFi ~ GCCAATTGAGGCAATTCCAACTGTTGCAAGAGTCAACAATTTTATTT
LyvdF-LoptAF ~ CAGTTGGAATTGCCTCAATTGGC TTGCTTGCAGCATGCGG
opta-seqF GTGAAAACTTTCCGCTATTT
opta-seqR AAGTATGGTGTTGGTTGTGC
IspAUF CTCCTCGAGATAAACTTCGTGCCTACTCA Xha
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IspAUR GATCGGATCCTTATTTTTCTGTATCTCCAAGCT BanH| stop

IspALF GATCGGATCCAATTGATTAAAAAATCACTG BanHl
IspALR CCCGGGAAATACAAAAAAAACAAGT Sma
IspAF TATATGTTTAGGGACTGTCA

IspAR TACTTTGCTTTTTTTGCTTC

Table 4 : Results of MS-MS analysis of the cell envelogbd@ivild-type strain (IL1403) and the
yvjB mutant in terms of the number of peptide spectra (SQ) ppgein detected. Da: dalton.
Gravy: hydrophobicity index SP: signal peptide, NS: diasily not significant.

Protein characteristics LC-MSMS results

Group Protein| Function Mass Gravy | Average Average SC % SC

inDa SP SC SC difference difference

L1403 yvjB

Fumarate
reductase
flavoprotein
subunit
Oligopeptide
ABC
| OptA |UaMSPOTe’ 59697 0.9 | 18.0:4.6 0.0:00  -180  -100
binding
protein
Sugar ABC
transporter
YpcG |substrate 52938 1.039 | 3.0+1.0 0.0+0.0 -3.0 -100
binding
protein
Amino acid
ABC
transporter
YVAF | pstrae 31023 1.461 | 8.310.6  18.0+6.2 9.7 +117
binding
Il protein
Amino acid
ABC
. transporter
YigC  |cupstrate 30609 1.383 | 12.3+2.9 21.0+6.1 8.7 +70
binding
protein
Manganese
ABC
transporter
substrate 32499 1.688 | 3.7£#2.3  2.7%1.2 -1.0 NS
binding
protein
Hypothetical

YicC |PO®N 3993015 |11.3+4.0 87+15  -27 NS

FrdC 52852 1.135 | 32.0+6.9 23.3x1.2 -8.7 -27

1 MtsA

Thiamine

ApbE | biosynthesis 39676 1.805 | 7.7+2.3 6.7£1.5 -1.0 NS
lipoprotein

PmpA [Maturation 33813 1.172 | 7.3+1.5 7.7+3.1 0.3 NS
protein
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Unknown

ywal [P 36700 1.127 | 3.7+3.5  5.3+0.6 1.7 NS
Phosphate
ABC

PSIE | goperor’ 30560 1.533 | 8.0+1.7 9.3:3.8 13 NS
binding
protein
Zinc ABC
transporter

ZitS substrate 30725 1.533 | 3.3+1.2 2.0+1.0 -1.3 NS
binding
protein
Peptide-

YfcG | binding 59922 1.143 | 7.3x2.3 4.3+2.1 -3.0 NS
protein
Ferrichrome
ABC

FhuD |gperae 34337 154 |10.7¢1.5 13.3:0.6 2.7 NS
binding
protein
Basic

BmpA |membrane 36652 1.527 | 50.7+15.054.7+6.1 4.0 NS
protein A
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Appendixes

Table Al: summarizing the results of predictionsgfmteins related to YvjB by kernel canonical
correlation analysis:

position | distance gene protein

1 1.1438 ffh signal recognition particle proteirn Ff

2 1.1984 yhhG hypothetical protein, predicted niecdeid binding protein implicated in
transcription termination

3 1.2474 yuaA putative CMP-binding factor

4 1.2947 yIxQ hypothetical protein, putative ribosd protein

5 1.3231 prfA peptide chain release factor RF-1

6 1.3584 yccl hypothetical protein, putative N-&gteansferase

7 1.3663 gidA glucose inhibited division proteind@i

8 1.3778 nusG transcription antitermination protein

9 1.4027 yhhC hypothetical protein, putative effeatf murein hydrolase

10 1.5610 rplE 50S ribosomal protein L5

11 1.6201 glmS glucosamine--fructose-6-phosphataa@nansferase

12 1.6762 fusA elongation factor EF-G

13 1.6968 rheB ATP-dependent RNA helicase

14 1.6970 ftsY cell division protein FtsY

15 1.7141 prmA ribosomal protein L11 methyltranager

16 1.7232 rnc ribonuclease IlI

17 1.7236 rbfA ribosome-binding factor A

18 1.7553 rheA ATP-dependent RNA helicase

19 1.7758 rpll 50S ribosomal protein L9

20 1.7865 yueF putative protease

21 1.8190 rplL 50S ribosomal protein L7/L12

22 1.8576 ftsH cell division protein FtsH

23 1.8801 gidB glucose-inhibited division proteiidB

24 1.8889 sunL rRNA methylase; KO3500 Sun protein

25 1.9179 cdsa phosphatidate cytidylyltransfer&ggerophospholipid metabolism

26 1.9419 ecsA ABC transporter ATP binding protein
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27 1.9446 rnhB ribonuclease Hill

28 1.9488 yedA hypothetical protein

29 1.9608 IspA lipoprotein signal peptidase

30 1.9687 yljl permease

31 1.9718 yfiD tRNA/rRNA methyltransferase

32 1.9956 rpld 50S ribosomal protein L10

33 1.9960 uppS undecaprenyl pyrophosphate synthetas
34 2.0012 rimM 16S rRNA processing protein

35 2.0062 yjal unknown protein

36 2.0211 fhubD ferrichrome ABC transporter substtahding protein
37 2.0320 ftsQ cell division protein FtsQ

38 2.0541 secY preprotein translocase SecY subunit
39 2.0691 ysfB ABC transporter ATP-binding protein
40 2.0711 rpiM 50S ribosomal protein L13

41 2.0983 rgrB GntR family transcriptional regutato

42 2.1076 recJ single-stranded DNA specific exoras
43 2.1347 ecsB ABC transporter permease protein

44 2.1382 yhbE unknown protein

45 2.1521 obgL GTP-binding protein Obg

46 2.1554 infC translation initiation factor 1F-3

47 2.1581 clpC ATP-dependent protease ATP-bindirtgisit
48 2.1645 priA primosomal protein N'(replicatiortiar Y) (superfamily Il helicase)
49 2.1684 prfB peptide chain release factor RF-2

50 2.1739 yjaD transcription regulator

51 2.1808 acpS holo-[acyl-carrier protein] synthase

52 2.1942 yccE unknown protein

53 2.1982 rpsJ 30S ribosomal protein S10

54 2.2000 yfdB hypothetical protein

55 2.2071 yacB hypothetical protein

56 2.2327 Igt prolipoprotein diacylglycerol transfee
57 2.2361 pheS phenylalanyl-tRNA synthetase allaénc
58 2.2916 tig trigger factor

59 2.3031 apt adenine phosphoribosyltransferaggmd®metabolism
60 2.3040 rplB 50S ribosomal protein L2;

61 2.3052 yccL hypothetical protein

62 2.3097 gatB Glu-tRNA amidotransferase subunit B
63 2.3139 dnaA replication initiation protein DnaA

64 2.3337 clpX ATP dependent Clp protease

65 2.3410 xpt xanthine phosphoribosyltransferase
66 2.3439 ywdG hypothetical protein

67 2.3593 yebE hypothetical protein

68 2.3626 ydgl hypothetical protein

69 2.3830 ptpL protein-tyrosine phosphatase

70 2.4024 yhfD hypothetical protein

71 2.4035 yqdA hypothetical protein

72 2.4313 ygcC hypothetical protein

73 2.4409 yofM hypothetical protein

74 2.4453 ksgA dimethyladenosine transferase

75 2.4502 ybaF hypothetical protein

76 2.4577 lysS lysyl-tRNA synthetase

77 2.4626 ezrA cell division regulator

78 2.5570 smpB | tmRNA-binding protein SmpB
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Table A2: Peptide signal of lipoproteins recognibgdy'vjB (group I) and not recognized by YvjB (gmu
II). Common characteristics: lysine (K) in positi6, leucine (L) in position 9 and hydrophobic amin
acid in position -2 of the lipobox, are highlighteddark grey.

Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10( 1 1 1 1 5 6 7 8 [19 (20 |22 | 23
Group |
FrdC M K | w T K L G L L T L G L S L S C
OptA K T w K K \% T L G T \% A L G S A A L L A A C
Group Il
YvdF K K | K L L T L A T \% G | A S | L L A A C
ngC M R T S L K \% T F A A L L | A A T L (o}
UoptSR) LyvdF LoptAF
SP OptA M K TW K K Vv T L GT vV A L G S AA L L A A C
GAG GGA AAT TAC ATG AAG AET TGG AAA AAA GTT ACC TTAGGT ACA GGT GCA CTT GGT TCG GCA GCT TTG CTT GCA BOGC GGC
ATG AAAINYNLY.Y.Y SRR NI X N R RE[O.PICA GTT GGA ATT GCC TCAATT GGC TTACTT GCTGCT T
SP YvdF M K K1 K L L T L AT vV G | A S 1 G L L A A C
Uopt Wl UoptSR EMRLE- LoptAF LOptAR
- ~_ - — —= -
PCRT PCR2
Total DNA Total DNA
Uop LoptAR
- PCRZ _—— e
PCR1+PCR!
ioptSF ‘L_yvdF*-vad F* Lyvdi— LoptAF ‘L_optAR
PCR PCR
PCR3 PCR3
UoptSF PCR6 LoptAR

= T ————— PCR4+PCR -

Figure Al: Procedure for the replacement of theaigeptide nucleotide sequencepfAby the signal
peptide ofyvdF.The regions to be replaced were added to the psioh@ing two subsequent PCRCR
substrates are in italics. The first region to hbgen replaced is highlighted in black in the snd
represented in black on the primer. The seconamnegi be replaced is represented in grey.
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Figure A2: Growth of thgvjB mutant compared to the wild-type strain (IL1403Ma7-glu medium.

10¢€




2.0 4

= = =wjB mutant
—— OptA mutant
—— L1403

=
o
.

Optical density at 600nm
& 5

_---.----...----..----.----...—---I

o
o
<

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0
hours

Figure A3a: Growth of the wild type strain (IL1408¥jB mutant andptAmutant in a medium
containing leucine only in the form of leu-enkephal

2.5 - .
- -E- =YyvjB mutant

A yvjB mutant compl

e 2.0 1 A A a
c

o —— L1403
3

~ 154

[

2

0

S 1.0-

©

©

8

= 05

O

0.0

1.0 3.0 5.0 7.0 9.0

hours

Figure A3b: Growth of the wild-type strain (IL14Q03)eyvjB mutant and the complemented mutant in a
medium containing leucine only in the form of lenkephalin:



Détermination du role de peptidases bactériennes/ésultats de I'analyse de sensibilité

6 Résultats de I'analyse de sensibilité

La démarche que nous avons utilisée dans cette gt déterminer le role des protéines PepF et
YvjB comporte deux grandes étapes :

1. La prédiction de rbles par une analyse statist(gaCA).

2. Lavalidation expérimentale des liens predits.

Nous nous retrouvons a ce stade du travail avexertain nombre de liens validés, parce que nous
avons confirmé que PepF et YvjB interviennent dkess fonctions prédites par la KCCA. La
démarche est satisfaisante, puisqu’elle nous aipeatiamvancer dans la connaissance sur ces deux
protéines. Néanmoins, plusieurs questions en oela@vec les données les plus importantes pour la
prédiction des liens peuvent étre posées : Estieellqy a des données cruciales pour arriver aux
prédictions ? Est-ce que, au contraire, il y act@mées qui n’apportent rien a la prédiction ? iSera

il possible de trouver un sous-ensemble minimablstade données conduisent aux méme
prédictions que la totalité de données ?

Pour répondre a ces questions nous nous sommegeidp I'analyse de sensibilité qui consiste,
comme expliqué dans la synthése bibliographiqu&tualier comment varie la réponse d’'un
algorithme en fonction des variations des donnéadrée.

Dans le cadre de I'analyse réalisée nous avongephsstypes de données ou parameétres d’entrée :
1. Le graphe des voies métaboliques

Les données transcriptomiques

Les profils phylogénétiques

Les données protéomiques

Les distances sur le chromosome

Les parametres (des noyaux et de la KCCA)

S

Chaque source de données est constituée d’'un elesdal@ments portant de l'information (333
genes sur le graphe des voies métaboliques, 11fdhtibns pour les données transcriptomiques,
276 organismes avec lesquels les profils phyloggues ont été construits, etc.). Nous cherchons a
identifier les éléments importants dans ces enssnlil n’est cependant pas possible de tester
toutes les combinaisons de sous-ensembles corempisna toutes ces données. Afin d’identifier
les combinaison d’éléments de données importantes myons associé a chaque élément des
données testé une variable binaire ou facteur urahijson utilisation (ou non utilisation) dans la
prédiction.

Nous avons décidé de ne pas faire varier le grdpbevoies métaboliques, qui est notre source de
donnée standard pour I'apprentissage, et de nousentrer uniqguement sur les deux sources de
données les plus informatives : les données trgmsariques et les profils phylogénétiques. Pour
eviter de faire varier les parameétres des noyaudeeKCCA nous avons décidé d’inclure dans
'analyse la validation croisée, qui permet de d@ieer les valeurs de parameétres optimaux pour
chaque jeu de données, c’'est a dire pour chaquelagion réalisée au cours de l'analyse de
sensibilité. L'algorithme que nous voulons analyser compose alors d'une KCCA (avec
détermination des parametres) faite sur les doningescriptomiques et les profils phylogénétiques
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en utilisant le graphe complet (sans réduire) dessvmeétaboliques comme référence (Figure 6-1).

Data from Lactococcus lactis

Protein metabolic
network —> Parameter
KEGG determination by —
: leave-one-out ) esu
Phylogenetic — validation —  Distances 4>l oo
profiles between all representing
276 organisms belonging to 80 the ranking of
orders + SIEnES some proteins
. KCCA
Donnéees
transcriptomiques

115 hybridations belonging to 40
groups

Figure 6-1 : Modéle analysé par analyse de sensibilité qui redes données disponibles paurlactisqui ont été uti-

lisées pour réalisée les simulations (déterminatmparameétres, puis KCCA, puis obtention d'unewatle sortig/
pour chaque simulation).

Le nombre de combinaisons demeure encore trés g(@ik2%, pour P expériences
transcriptomiques et E organismes). Nous avonsitrégllnombre de facteurs en regroupant les
données transcriptomiques par répétitions et paerences similaires et les organismes avec
lesquels les profils phylogénétiques ont été caitstpar la catégorie taxonomique qui regroupe les
familles « ordre ». Cela permet de passer de 146 facteurs les données transcriptomiques et de
276 a 80 facteurs pour les profils phylogénétigiédanmoins, les possibilités a tester restent
grandes, £ et 2° si un type de données est testé et l'autre fixéstldonc nécessaire d'utiliser un
plan d’expériences pour réaliser les simulatioressplan d’expériences doit comprendre un nombre
réalisable de simulations de maniére a construirenodele qui permette d'attribuer un effet a
chaque facteur. Il est aussi important que lestastprincipaux ne soient pas confondus avec les
facteurs d’interactions. Nous avons alors constuwit plan d’expériences qui possede ces
caractéristiques, et qui nous a permis de déternhdseeffets principaux sans confusion avec les
effets d’interactions de deuxieme ordre. Certaififet® d’interaction sont confondus « par
paquets », ce qui conduit a une structure d’allassi par exemple I'effet d’interaction 1x2 peut
étre confondu avec 3x7 et 4x15. Ce plan nous anifdes simulations a réaliser en incluant (1) ou
nincluant pas (-1) les expériences transcriptom&u ou les organismes des profils
phylogénétiques. Nous avons ainsi réalisé deuxyaeslde sensibilité. La premiere considere 128
simulations pour déterminer les effets des donrémsscriptomiques et toutes les données de
profils phylogénétiques. Ces derniéres ne sont gascperturbées dans cette premiére analyse. La
deuxieme a comporté 256 simulations pour étudier déffets des organismes des profils
phylogénétiques, laissant fixes les données trgotsamiques.

L’analyse de sensibilité est concue de maniére queele résultat des simulations soit représenté
par un scalaire. Un modéle linéaire pour détermieeieffets des facteurs est associé et estimé par
moindres carrés a partir de la matrice d’expérienee du vecteur contenant la sortie des
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simulations. La sortie de I'algorithme est un vectgui décrit la distance de PepF ou YvjB avec les
autres protéines du lactocoque et non pas un szafour résumer cette sortie en une seule vgleur
Nous nous sommes concentrés sur certaines prot@ingsecifiquement sur leur changement de
rang dans la liste de protéines prédites comme Béms & PepF ou YvjB. La valeur de référence a
ete fixée a y=0. Si les protéines analysées changent de rang wateur de référence est
augmentée d’'une valeur qui dépend de l'ordre dedgar du changement et du poids donné
(arbitrairement) a chacune des protéines lieesrdt:s

y=3 Y were(n(s ~V)

ouw; désigne le poids d’une protéines li&e,la tolérance d’écart au classement de référénce,
I'écart de classemertt,: écart type de la gaussienne. Nous avons régélaette fonction d’écart a

la prédiction de référence (avec toutes les donmesonvoluant avec une gaussienne de variance
proportionnelle an.

Les résultats de I'analyse de sensibilité pour Pap# décrits dans I'article Ill. Cette analyse siou

a permis de mieux comprendre I'importance de agegtadonnées et surtout de trouver un ensemble
de données suffisantes et nécessaires pour aatemémes prédictions gu’en utilisant toutes les
données de départ. L'algorithme pour déterminesaes-ensemble est expliqué brievement dans
larticle 1ll. Une explication plus précise est d@e dans la section Matériels et Méthodes.
Cependant, l'interprétation des résultats pourake ade PepF s’avere difficile, en raison de son role
pleiotropique, qui fait intervenir des expérienetsles organismes trés hétérogenes. Par ailleurs,
'analyse nous a permis de confirmer que les ptiédis les plus répétables lors des différentes
simulations sont en effet les liens qui ont étéficards comme indiquant la fonction principale des
protéines cibles, a savoir le lien entre PepF @t 8t le lien entre YvjB et Ffh.

6.1 Article Ill: Finding important data subsets
for kernel-based bacterial protein role
predictions by performing a sensitivity
analysis

Article en préparation pour étre soumis au JouBi@gihformatics.
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ABSTRACT

Motivation: Genome sequencing has allowed the production of
high-throughput genomic data, which in turn has provoked the deve-
lopment of protein role inference methods. Some of these methods
allow the use of different kinds of heterogeneous data of different qua-
lity which are more or less informative. However, the sensitivity of the
data used and the research of important subsets of these data in the
inference of protein roles has not been investigated. In this study we
aimed to define important subsets of data for the prediction of protein
roles in the framework of a kernel method, used to predict the role of
bacterial proteins integrating three different types of data: the protein
metabolic network, microarray experiments and phylogenetic profiles.
This analysis helps also to investigate the quality of the data used and
to interprete biological predictions.

Method: We carried out a sensitivity analysis based on a fractio-
nary experimental design to study the influence of different microarray
experiments as well as of bacterial orders (groups of famililies) used
to construct the phylogenetic profiles.

Results: We did a model selection in order to identify a subset of
experiments and bacterial orders which result in the same predictions
as when the whole data set is used. The results of this analysis allo-
wed us to understand better which subsets of the original data were
important for the predictions and which predictions were more stable.
We realized that the subsets of important data were more heteroge-
neous than expected in our case study. We attributed this result to the
fact that the protein we were interested in participated in more than
one cellular function.

Availability: Codes and data are accessible upon request.

Contact: alain.trubuil@jouy.inra.fr

1 INTRODUCTION

The sensitivity analysis studies how perturbations on the inputs X
of a model M generates perturbations in the output Y. It allows
to spread the incertitude on the output between the input variables
(factors) when regression and correlation measures are computed on
the output (Saltelli et al., 2000).

*to whom correspondence should be addressed

Two types of data can be considered, continuous and discrete data.
The sampling procedures are different in both cases, here we worked
with discrete data. The input data can be very numerous and com-
plex. The output data were very simple. The sampling method used
to generate the different simulations is the clue of the sensitivity
analysis. The best solution would be to test all the possible com-
binations of input variables and analyse the output. Nevertheless,
taking into account that the number of input variables can be very
high, the number of possibilities to test increases exponentially and
such screening becomes impossible. Methods for sensitivity analy-
sis based on Monte Carlo Sampling have been for example used for
the investigation of complex models. The model was treated as a
black-box and the distribution of inputs and outputs is analyzed in a
global basis (Helton and Breeding., 1993). Other sampling methods
can be used which allow a better resolution and assure the determi-
nation of factor importance without interactions as for example the
sampling method of (Plackett and Burman, 1946). We were con-
cerned with discrete data and chose fractional factorial design (Box
et al., 1978) for sampling the space of factors.

The program we analysed is a system that predicts the role of pro-
teins from the lactic acid bacterium Lactococcus lactis 1L1403 by
obtaining distances between all proteins of this organism. We used
a Kernel Canonical Correlation Analysis (KCCA) (Yamanishi ez al.,
2003) for this task including different data types. Nevertheless, we
would like to point out that this is a general approach applicable
to all entirely sequenced organisms for which enough post-genomic
data are available. The predictions of the proteins with the shortest
distance to our target protein (the peptidase PepF), were validated
experimentally. Most of the predictions were confirmed making of
the KCCA a valuable tool for the prediction of protein roles (Lopez
Kleine er al., 2008). However, we did not know if a subset of the data
(some of the microarray experiments, some of the organisms used
to construct the phylogenetic profiles) was important for the predic-
tions and if some of the data were absolutely not informative for our
predictions. The approach we propose here is applicable for other
kernel methods as for example the em projection method (Tsuda
et al., 2003) or the kernel metric learning (Vert and Yamanishi,
2005) as well as for other protein prediction methods.

© Oxford University Press 2005.
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Fig. 1. Representation of the KCCA model used for the prediction of protein
roles in this study.

We interested ourselves in two data-sets, the microarray experi-
ments and the phylogenetic profiles. Varying the inputs of these two
data-sets we were able to better understand the obtained predicti-
ons and to put the accent on which data seemed to be useful for
understanding the target protein roles. The results of the sensitivity
analysis and the search of a simplified model (an emulation of the
initial program) allowed us i) to construct acceptable linear models
with low residual error, ii) to identify the most important variables
in terms of importance in the model and in terms of predictability
(i.e. identify a subset of variables that allows us to obtain the same
results), iii) to understand better the role prediction we had obtained
for the target protein, assessing the robustness of our predictions.

2 METHODS

2.1 Important Subset Identification Framework

Let us consider a collection of objects and a collection of data (that is par-
titioned in data subsets) with respect to these objects. Let us assume that
relationships may exist between these objects but only few of them are
known and the relationships of one chosen object (the target protein) has to
be deciphered. Hereafter we are interested in highlighting which parts of the
data were important to obtain the predicted relationships. Moreover we also
consider the robustness of important subsets, this means a stable prediction
of relationships even when other data from the data-set are added. The gene-
ral setting is illustrated in (Figure 1) for biological network reconstruction.
Objects are proteins, data are expression and phylogenetic profiles, known
metabolic networks, relationships consists in the participation to a same pro-
cess. Target objects are in the case of our algorithm some proteins for which
roles are not known, i.e. PepF (Lopez Kleine et al., 2008).

The space of possible subsets of important data is very huge, 2P subsets
for a collection of p pieces of data! It is not possible to explore all these
possibilities. The general framework we propose represented in (Figure 2).
It consists in sampling the data space according to an experimental design,
constructing a response variable according to inferred roles, emulating the
program with the help of a linear model associated to the experimental design
and predicting (using a simpler model) the subsets of data that could lead to
the reference results (the same inferred roles). Finally, a validation of these
subsets is done completing the experimental design and iterating the process
until a satisfactory subsets of data (factors) is identified.

2.2 Experimental design and Program Emulation

Let us consider the case of an experiment depending on p factors. We
assumed that each factor can take only two values, which was the case
in this study. This means some data were chosen within the p microarray
experiments (resp organisms) or not. To identify which subsets of factors
seem to be important we needed to sample the set (N = 2P elements)
of values for the p factors. Fractional factorial design (Box et al., 1978)
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X —= | Program —
— : B
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Fig. 2. Framework for the identification of important data subsets. The
obtained Model is the emulation of the Program.

allowed an efficient sampling of the space and analysis of the program.
By choosing an appropriate design matrix X of size n X p where n is
the number of simulations one can estimate main and interaction effects
between factors and model the system with the help of a linear model:
Y = B0+ Bia1+ ..+ Bpap+ >0, Zle Bi,jTixj + €, where € is an
error random variable. The coefficients 8o , 81,...,08p, Bij, i =1,...,p
main effects and the interactions. A least square estimator of these coeffi-
cients was straightforward and given by 3 = (XTX)=1XTY . In the case
of a resolution 4 design, the matrix X is orthogonal and 3 = D' X7y
where D was diagonal, the main effects were not confounded with inter-
actions of order 2 but there are confusion of several interaction effects or
aliasing. We used the FACTEX procedure in SAS to construct our simulation
matrix X.

2.3 The program or inference algorithm

The model we analysed is a system that predicts the role of proteins from
the lactic acid bacterium Lactococcus lactis 1L1403 by obtaining distances
between the genes of this organism. The smaller the distance between two
genes were, higher the chances that the two genes participate in a common
metabolic function were. We used a Kernel Canonical Correlation Analy-
sis (KCCA) (Yamanishi et al., 2003) for this task including three different
data-types. For the predictions of PepF (Lopez Kleine et al., 2008), five
data types were used. Here we left out two of them to simplify the sensiti-
vity analysis and concentrated on metabolic pathways, microarray data and
phylogenetic profiles. The three data-types are integrated to finally obtain
distances between genes. We did not used this analysis to reconstruct a net-
work containing all the proteins of L. lactis, but we interested ourselves in
one particular protein. The distances obtained by the KCCA provide valua-
ble information about the predicted role of the chosen protein. Taking into
account these distances, the predictions have been validated experimentally
for the bacterial peptidase PepF. Most of the proteins predicted to be close
to PepF showed to participate in functions in which PepF participates as
well. So, its participation in protein secretion, peptidoglycan synthesis and
pyruvate metabolism could be confirmed. Only its predicted participation in
cell division was not confirmed experimentally. The KCCA showed to be a
valuable tool for the prediction of protein roles (Lopez Kleine ez al., 2008).
There is a set of parameters associated to the kernels and the KCCA
method. Cross-validation was used to estimate those parameters and makes
also part of the program. Actually, the algorithm or program we analy-
zed comprises a KCCA (Yamanishi ez al., 2003) used to predict distances
between all proteins of an organism. The input variables were the protein
metabolic network, the phylogenetic profiles constructed for 276 bacteria
belonging to 80 different bacterial orders and microarray data representing
the expression of genes in 115 hybridisations belonging to 40 groups of
conditions (Figure 1). The groups of conditions were constructed based on
repetitions of the same hybridisations and comparisons of the same mutants
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Kernel Method Sensitivity Analysis

obtained under different techniques. Each type of data is represented with a
kernel.

2.4 Construction of a Response Variable

Depending on applications the construction of the response variable is more
or less straightforward. Here we present the procedure for the predictions
of KCCA on the target protein PepF. The value Y was calculated taking
into account the position of six proteins SipL, SecA, FtsA, MurB, Glk and
AldB. These proteins were chosen because they represent the four of the
cellular fonctions in which PepF was predicted to be involved: protein secre-
tion (SipL and SecA), peptidoglycan synthesis (MurB), pyruvate metabolism
(Glk and AldB) and cell division (FtsA). Only the implication of PepF in
cell division was not confirmed by wet-lab experiments (Lopez Kleine et al.,
2008). Using the complete set of microarray data and phylogenetic profi-
les (reference KCCA), the position of these proteins with respect to PepF
were: 1 for SipL, 24 for SecA, 8 for FtsA, 59 for MurB, 9 for Glk, 62
for AldB. For the reference KCCA the Y value was set to zero. For each
simulation, Y was calculated as a measure of change in the ranking of these

oy o AN Si— A -
six proteins. It depends on:Y = 3 doinq weerfe( i/7r7L ), where o is

the standard deviation of Gaussian, N = 6 is the number of proteins of
interest, A;,7 = 1,..., N is the absolute value of the differences in posi-

tions between the reference and the program predictions for the N genes
and S;,7 = 1,..., N are the tolerances with respect to classification and

w;i,i=1,..., N are the weights.

2.5 Analysis of the output

2.5.1 Linear Regression The sensitivity analysis itself was the ana-
lysis of the different Y values obtained by the simulations given in matrix
X. Due to the orthogonality of X a handful of models corresponding to
combinations of main effects and interaction effects can be estimated simul-
taneously by solving the equation B =D"1XTY where X is augmented
with some cross-products of columns corresponding to the main effects.

As the interactions were confounded, only one interaction representing
a group of confounded ones was calculated. For example, for the interac-
tion between factors x1 and x2, X was incremented by a column multiplying
the first and second columns of X. In that way, for the microarray data 40
principal factors and 62 factors of interactions were calculated. For the phy-
logenetic profiles 80 principal factors and 175 factors of interactions were
calculated.

We also used the simulations to determine which of the investigated
partners changed their ranking in each one of the simulations.

2.5.2 Model Selection At this stage our aim consists in the selection
of models having good predictive properties especially in the neighbour-
hood of Y = 0. Moreover, we also look for important subsets of factors
or a minimal size sets of factors. With respect to these two goals our strat-
egy consists in first choosing a parsimonious model fitting well the response
variable and then looking for the smaller values taken by this model and the
corresponding factor values.

Herein first of all we ranked the coefficients according to their module
and consider models with increasing number of terms or coefficients. Com-
puting standardized error and adjusted R?, a few numbers of models may
be selected for further investigation. A more powerful model selection can
also be employed when response variable distribution is Gaussian (Zahn,
1975) or mixture of Gaussian (Box et al., 1993; Adamczyk, 1997). The next
stage of our procedure consists in still trying to reduce the number of factors
involved in the model for further evaluation and identification of minimal
size sets. With respect to this goal we use the aliasing structure for selecting
inside the family of models the main and interaction factors that involve least
factors. This selection turns out to be an NP-hard problem and we proposed
an algorithm of low complexity providing an approximate solution, explai-
ned in the following section. At this point we got a family M of models
containing few members.

2.5.3 Minimal or Important subsets construction Depending on
the number of factors of the models in M, either an exhaustive or a sam-
pled evaluation of the models can be made. As the exploration of the model
implicated the test of a huge number of combinations we sampled the space
M of possible models in several steps: i) we observed that a given number
of f < F terms (F' being the original number of factors), principal and of
interactions, were necessary to obtained a good model, ii) we explored these
terms keeping for the model all terms corresponding to principal factors, iii)
then we explored the interaction terms eliminating the terms containing fac-
tors already kept as principal factors in step ii), iv) we explored the space of
interaction factors left out until now, giving them tag with the goal to find
the most parsimonious model, i.e. containing the minimal number of factors.
Then we made a second selection on the basis of the output value predicted
by the obtained subset, keeping only the subsets that gave a predicted value
of Y near to zero.

Each of these minimal important subsets of factors has now to be con-
firmed. The subset of factors is now considered as an input to the program
and variable response is computed. This includes the determination of para-
meters by cross-validation and the predictions. Either the response variable
is significantly non zero, and the minimal subset is rejected, either the pro-
gram and model prediction were close and the minimal important subset is
retained.

2.5.4 Robustness of the Minimal subset Once an important subset
retained, it is useful to know if the addition of variables (experiments or
organisms in our case), not making part of the subset, changes the prediction
result. To investigate this point we added at random 3, 6 and 9 variables to
the minimal subset 15 times and repeated this procedure 5 times, which gave
us 225 simulations to test.

3 RESULTS

The framework has been applied to deciphering which subsets of
data seem to be important for PepF role predictions. Being sure that
our multiple simulations present a low error and that the parameters
calculated for each one were optimal we calculated the response
value Y for each simulation (Figure 3.a), Y=0, being the reference
value for the last simulation in which the complete data-set was
used. One simulation corresponds to one line of X (Figure 2). None
of the other simulations lead to Y = 0. We obtained models with a
low global residual error (0.0116 for the microarray data and 0.0078
for the phylogenetic profiles). Interactions seem very important and
the residual errors for a model without considering them were hig-
her but still acceptable (0.0938 and 0.1083 respectively). Several
interaction effects were of the same order as main effects for both
the model on microarray data and the model on phylogenetic pro-
files. In the left column of tables 1 and 2 the three more important
principal factors of the linear models constructed for both types of
data are shown.

3.0.5 Research of a simplified model Ranking of model coef-
ficients and selecting factors considering the highest coefficients
(crude method) even with the complete aliasing structure gave very
poor results when used for prediction (e.g. output Y-value of 0.7073
with 33 factors of the microarray data!). For this reason we used
the framework presented before to find a minimal subset of data.
We obtained subsets of factors predicted to give an output Y as low
as possible. We tested the ten first subsets kept after the selection
procedure for 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40 members to see if the
predicted output of Y was in fact low. The values of Y are plot-
ted in (Figure4.a). This figure shows that several subsets containing
around 30 factors give a result of Y=0 for the microarray data (20
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Fig. 3. Output Y of the simulations for microarray data (a) and phylogenetic
profiles (b) indicated by red points. Blue lines between points added for
visibility.
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Fig. 4. Output Y of the simulations for microarray data (a) and phylogenetic
profiles (b) during the simulations done for the research of minimal subsets
indicated by red points. Blue lines between points added for visibility.

factors for the phylogenetic profiles. Keeping only the factors that
contribute to an output of Y=0 allowed us to reduce the factors to
18 (15 for the phylogenic profiles. The solution is not unique, but
several factors are present in the majority of the subsets. Three of
the factors (microarray experiments or orders of organisms) present
in most of the minimal subsets are listed in table 1 for the microarray
data and table 2 for the phylogenetic profiles. It is worth to notice
that both types of data behave in a different way, as for the microar-
ray data more factors are necessary to obtain an output value near to
Y=0 than for the phylogenetic profiles.

Factor LM Experiments || Factors Subset Experiments
25 sup pyrF 25 sup pyrF
22 natural strain 3 codY
36 pip mutant 7 pip mutant

Table 1. Microarray data: Factors in order of importance (ordered coeffi-
cients of the linear model) and five factors making part of the important
subsets (not ordered)

3.0.6  Robusmess of the relationships of PepF For the six pre-
dicted partners of PepF we chose to evaluate their ranking across
the different simulations to determine the robustness of the predic-
tions. First we interested ourselves in the changes of ranking during

Factors LM Order || Factors Subset Order
16 E 16 E
41 H 41 H
31 L 62 S

Table 2. Phylogenetic profiles: Factors in order of importance (ordered
coefficients of the linear model; LM) and five factors making part of the
important subsets (not ordered). E: Enterobacteriales, H: Halobacteriales, L:
Lactobacillales, S: Sphingomonadales

the 128 simulations for microarray data (256 for phylogenetic pro-
files). In the first two columns of table 3 the number of simulations
in which the ranking changes is shown. These results indicate that
some predictions (i.e. SipL) are verified in more simulations than
others (i.e. FtsA).

3.0.7 Perturbation of the important subsets of factors Once we
identified 15 subsets of factors which gave an Y value of zero, we
wondered if there are microarray experiments that could destabilize
these results. We added 3, 6 and 9 microarray experiments chosen
at random to the 15 simulations identified to give Y=0. This was
done 5 times for each factor giving us 225 new simulations to test.
The change in the ranking of the six partners of PepF investigated
are shown in the last two columns of table 3. They show that the
addition of new experiences does not destabilize the results and thus
does not add noise to the predictions.

SimMD  SimPP  T225MD T225PP
SipL  47/128  68/256 0 7
SecA  63/128  138/256 4 16
FtsA 1207128  240/256 8 20
MurB  62/128  184/256 0 11
Aldb  64/128  190/256 4 12
Glk 68/128  97/256 10 29

Table 3. Number of original simulations planned by (X)) in which the ran-
king of the protein changed (Sim) and ranking changes in the Tolerance test
(T). MD: microarray data, PP: Phylogenetic profiles

3.0.8 Finding important subsets for one predicted partner of PepF
To construct the linear model presented before as well as to find the
subset of important factors we investigated the result in rank changes
of six proteins (SipL, SecA, FtsA, MurB, AldB, Glk). We wanted to
know also if the model obtained was simpler if only the changes in
rank of one protein (this means also one function) were investiga-
ted and if we could detect which microarray experiment and which
bacterial order gave us the information about the link to the inve-
stigated protein. For this purpose we concentrated on the change in
rank of SipL, the partner predicted to be the closest to PepF. We
obtained a simpler model, in which the coefficient of factors decre-
ases faster than in the other first model showing that some factors
are very important (results not shown). We found again the microar-
ray experiments 25 (sup pyrF) and 22 (natural strain) as being very
informative for the relationship with SipL. The most important order
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turned out to be again Enterococcales, which is not the bacterial
order L. lactis belongs to.

4 DISCUSSION

The analyzed model is very complex because many variables and
parameters are brought into play and the output is a strong simplifi-
cation of the results. First of all, we simplity by investigating only
the output concenring one protein, PepF, which is represented by
one vector of the global output matrix of the KCCA. Then we sim-
plified by taking into account the ranking of only some proteins in
this output vector. A further simplification is done by the construc-
tion of one scalar that represents the ranking of the partners of PepF
in the output vector in respect to the reference ranking. The choices
to do this ranking, i.e. the thresholds to declare a ranking change
as being important and the weight we give to the change are arbi-
trary and, if chosen in a different manner, can change the obtained
model. Actually, the results obtained, this means, the identification
of important microarray experiments and of orders of bacteria are
only valid for one protein and some partners.

Taking into account this simplification it is not surprising that the
obtained models are very complex and contain many interactions
and that it is very difficult to assign one or two principal factors that
explain the results and discard the rest. As microarray experiments
are done in different conditions that affect only a small group of
genes it is not surprising to find a high importance of interactions.

Regarding principal factors without interactions in the case of the
microarray data, the experiences showing the highest coefficients
come mainly from the microarray data of the European project
Express Fingerprints. The most important experience group turned
out to be the comparison of a pyrF mutant to a genetically modi-
fied organism (GMO) that contains a suppressor of this mutation
on a plasmid (Ueda et al., 2006). For this and the other important
microarray experiments it is very difficult to interpret their meaning
in the prediction of PepF roles. As we are analyzing a pleiotropic
enzyme it is not surprising to find that many different conditions
are needed to explain is relationships with proteins belonging to dif-
ferent experiments. Nevertheless, knowing which experiments are
important can help in other cases to point out interesting experi-
ments. If only one partner and thus one function is investigated, the
model becomes simpler and smaller subsets of factors are necessary
to obtain reference predictions. To analyze a group of partners and
then one by one can also help to point out which factor is responsi-
ble for each prediction. We know, for example, that the microarray
data making part of factors 25 (sup pyrF) and 22 (natural strain) is
responsible for the prediction of SipL as a partner of PepF.

In the case of the phylogenetic profiles, the most important orders
belong in fact to the evolutionary more similar orders of the Lactob-
acillales. Nevertheless, the first order is not the order of L. [actis but
of an close order: Enterococcales.

It is not astonishing to observe that the subset of factors can be
more easily reduced for the orders of the phylogenetic profiles than
for the microarray data, because these experiments are more hetero-
geneous than the co-evolution of proteins among the different orders
of bacteria.

The fact that in most of the simulations the chosen partners for
PepF did not change drastically their ranking reinforces the obtai-
ned predictions. The protein that changes its ranking most of the
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time is FtsA, for which the predicted relationship was not confirmed,
which is not surprising. On the other hand the proteins that changes
their ranking only in some simulations are the proteins implicated
in secretion which was determined to be the main function of PepF.
It was also interesting to observe that the stability of the prediction
is not related to the position as SipL, FtsA and Glk, all belonging to
the first 10 postions have a completely different behaviour.

We confirmed also the fact of the robustness of the model by the
fact that adding experiments to a group of experiments that gives a
good value of Y does not affect the prediction. This means that a
subgroup of experiments is enough to obtain the results, but that the
use of more experiments does not change the predictions.

5 CONCLUSION

The sensitivity analysis of a complex approach as the kernel method
we used to predict protein roles is a useful approach to determine
a minimal subset of data that still allows to obtain the reference
results, which simplifies the model and the interpretation of the
results. In our case the sensitivity analysis was done after the expe-
rimental validation of predicted results, nevertheless, this analysis
could have been useful at the moment were biological hypothesis
were posed, because the importance of certain relationships and
input data is highlighted.
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6.1.1 Données supplémentaires de I'article 1lI

Crossvalidation and Predictions

INPUT:

Laplacian matrix of the protein metabolic netwarghylogenetic profiles (trianing set), microarrayaléraining set),
phylogenetic profiles (candidate proteins), micragrdata (candidate proteins), groups of microadata or orders of
bacteria, simulation matriX, the number of the simulation

Crossvalidation to determine best parameter values
for t=t_min:t_max
for ARBF=dRBF_min:dRBF_max
for delta=delta_min:delta_max
while countloo< size L
Prediction of partners for one gene (predKCCA.m)
Error of the prediction (erreurRecons.m)
end
end
end
end

Predictions

Creates new datasets corresponding to the simugatio
Calculates distances between all genes (Distanges.m
Output: Distances between all genes

KCCA
Input: data for the training, data for candidatetpins, parameters
Computes diffusion kernel (diffusion.m)
Kernel for phylogenetic profiles (Kphylo.m)
Kernel for microarray data (Ktranscriptome.m)
KCCA (kcca.m)

OUTPUT:
Projections of proteins on the linear combinatitmsd by KCCA

Construction of the Output (prepare_sortie.m)
INPUT:
index of protein to be analyzed, partners to ingest, thresholds for the rank change of partneegghts for each

L

partner:y = %Z werfe(h(§ -V,))
i=1

OUTPUT: Y vector

Analysis of the Output (anal_effet_melanges.m)
INPUT: simulation matrixX, Output vectoiy

linear model for principal factors( = 3, + B X +...+ B X, + Zipzlsz:llgm X X;+0

reads aliasing structure of interactions
linear model of interactions

R2

error

plots

OUTPUT:
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effect of factors, R2, error

Data

laplacian matrix of the protein metabolic netwametatout.txt

phylogenetic profiles training set: proftout.txt

microarray data (training set): expretout.txt

phylogenetic profiles (candidate proteins): profoen

microarray data (candidate proteins): exprecan.txt

groups of microarray data or orders of bacteriauges_hybridations.txt or ordres_organismes.txt
simulation matrixX: fraction40ready.txt or ready80.txt

6.2 Resultats de I'analyse de sensibilite sur
Yv|B

La démarche pour étudier les prédictions de YvjBapalyse de sensibilité a été la méme que pour
PepF. Les partenaires étudiés ont été Ffh, la ippotgui fait partie de la SRP, deux protéines

participant dans la traduction, PrfA et RplE, dguotéines participant dans la maturation de

protéines, Lgt et LspA, ainsi que YhhG, un homokge LrgB, participant dans la régulation des

muréine-hydrolases. Un réle de YvjB dans la régutatdes muréine-hydrolases n'a pas été

confirmé expérimentalement.

Les facteurs avec des effets élevés et les factmisant partie du sous-ensemble prédit ne se
recouvrent pas dans le cas de YvjB. De plus lesteffl'interactions semblent trés importants
(Tableau 6-1). Ainsi, parmi les cing premiers facsenous en retrouvons trois correspondant aux
interactions. Cela veut dire que plusieurs expégsrpourraient étre potentiellement impliquées,
puisque les facteurs des interactions sont calgpg#spaquets (aliasing). Le sous-ensemble de
facteurs qui nous a permis de retrouver des résutamblables aux résultats de référence
contiennent plusieurs expériences faites sur leantutAldB, protéine impliquée dans le
métabolisme du pyruvate, le mutant Pip et une soucturelle. Il s’agit, comme pour le cas de
PepF d’expériences trés diverses.

Tableau 6-1 :Facteurs (correspondant aux expériences transgrligtes) avec des effets importants dans le moiéle |
néaire (ML) et facteurs qui font partie du souseenisle essentiels qui permet de retrouver les asude référence.

# Facteur ML | Expérience transcriptomique # Facsewrs-ensemble| Expérience transcr.
22 Souche naturelle 10 Souche naturelle
40 Trehalose vs. Trehalose-Fructose 11 Mutant Pip

89 Interactions 14 Mutant AldB

48 Interactions 12 Mutant AldB

49 Interactions 15 Mutant AldB
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Nous avons également étudié les profils phyloggonés pour YvjB. Les prédictions pour cette
protéine s’expliquent plus par les organismes pgmh@tiguement proches, comme les
Lactobacillales (Tableau 6-2). Cela est vrai pauctoix du modele linéaire mais aussi pour les
facteurs qui font parti des sous-ensembles imptsr{aour retrouver les résultats de référence.

Tableau 6-2 :Facteurs (correspondant aux ordres des profilsogiéylétiques) avec des effets importants dans le mo-
dele linéaire et facteurs qui font partie du sonseenble qui permet de retrouver les résultats féeerice.

Facteur ML | Ordre Facteur sous-ensemble  Ordre

31 Lactobacillales 31 Lactobacillales

16 Enterococcales 16 Enterococcales
10 Bacillales 10 Bacillales

69 Xanthomonadales 69 Xanthomonadales
14 Spirochaetales 13 Burkholderiales

Les partenaires qui changent au cours de diffésesiteulations ont aussi été étudiés pour le cas de
YvjB. Les résultats sont moins parlants que powake de PepF, néanmoins, Ffh, la protéine prédite
comme étant la plus proche de YvjB est dans cettenigre position lors de la plupart de
simulations (Tableau 6-3).

Tableau 6-3 :Nombre de simulations originales (Sim) dans ledgaéh position des protéines étudiées changerdg ra
par rapport au classement de référence réalisélavetalité des données. Nombre de simulationtedude tolérance
(T) dans lesquelles la position des protéines éasithange. T : Expériences Transcriptomiques.Ar8fils phylogé-
nétiques.

SimMT SimPP T225T T225PH
Ffh 56/128 78/256 5/225 7/225
PrfA 78/128 95/256 8/225 11/225
RplE 76/128 99/256 9/225 6/225
YhhG | 64/128 121/256 15/225 17/225
Lgt 90/128 145/256 22/225 34/225
LspA | 97/128 157/256 18/225 17/225
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7 Matériels et Méthodes

Compte tenu de la grande quantité de protocoléiségiet de la rédaction des articles, le but de
cette partie n'est pas de donner des détails sypritocoles mais le minimum d’information pour
pouvoir comprendre comment les expériences onffadtiés. La présentation des protocoles de
microbiologie, biologie moléculaire et biochimie feea dans les sections 7.1 a 7.4. Ensuite, seront
présentés les différents logiciels utilisés (seciicb), des détails sur la mise en forme des danée
(7.5.3), ainsi que la maniére dont le KCCA et llgsa de sensibilité ont été adaptés et mis en place
lors de ce travail.

Les différentes souches, plasmides et amorcesagilau cour de ce travail sont listés dans les
tableaux 7-1, 7-2 et 7-3.

Tableau 7-1: Souches utilisées au cours de ce travail. *Miga@iomplémentés avec le plasmide
pILN13 en faible nombre de copies.

Souche Plasmide RésistangeRéférence

L. lactis 1L.1403 - - (Chopinet al, 1984)

E. coli TG1 repA+ pGhostdepFinactivé (pTIL 120) Ery (Nardét al, 1997)

L. lactis 1L1404 A pepP PILN13-pepF - Ce travail

L. lactis NZ9000-pSEC1 pSEC1 Cm (De Ruweal, 1996)
(Chatelet al, 2001)

L. lactis NZ9000A pepF pSEC1, plLN13pepF Cm Ce travail

E. coli BL21 (DE3) Gold - - Stratagen

E. coli BL21 (DE3) Gold pET2®epF Km Ce travail

L. lactis NZ9000 pVE5547 - - UBLO

L. lactis 1L1404 A yvjB(Eep)* PILN13-yvjB - Ce travail

L. lactis 1L1404 A\ optA - - UBLO

L. lactis 1L1404 OptA_ps YvdF - - Ce travail

L. lactis NZ9000-pVE5547 pVE5547 - Ce travail

L. lactis NZ9000A\ pepP-pVE5547 | PVES547 - Ce travail

Tableau 7-2: Plasmides utilisés

Plasmide Caractéristiques RésistanceRéférence

pTIL 120 pGhost 9-pepF inactivé Ery (Nardiet al, 1997)

pSEC1 expression sousnsA codant SPUsp:NucB Cm (Chatelet al, 2001)

piLN13 haut nombre de copies, permet de passerfailie nombre de copies parEry (Renaultet al, 1996)
restriction avec Kpnl

pet28 conceived for heterologous protein production Km Novagen

pVES547 expression sousiBAcodant pour SPUsp:NucA:ancrage-LPTX-protM| Ery UBLO, J.C. Piard
(substrat de la sortase)

pYvjB pGhost 9-pour délétewjB Ery ce travail

pPepF pET28 contenant PepF-6His Km ce travail

pOptA-ps-YvdF| pGhost9 contenasptA avec le peptide signal de YvdF Ery ce travail
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Tableau 7-3: Amorces utilisés dans ce travail

Primer name | Sequence

FpepF* GCGGATATTAAGTTACCTATGGT

RpepF* TTTGGCAATTACTTCTAAAGGAT

PetPepF-For CATGCCATGG GCTAAGAATAGAAATGAAAT

PetPepF-Rev GGAAGATAAAGATGGACTCCTTTTTCAA

eepUF CTCCTCGAGAGAACATCTGGTGAACAAAG

eepUR GAAGAATTCTTAGAATAGTCCAAGTAGATGC

eepDF GAAGAATTCATCTATTCGTCTTTCTATTTC

eepDR AACTACTAGTTTCAGTATAAGCTACATTTG

Feep* GTAAAAGATTCAGGTAAAAT

Reep* GAAATAGAAGACGAATAGAT

UoptSF CTTTACACCAGTGGGAATGAG

UyvdFi-UoptSR | TTGCAAGAGTCAACAATTTTATTTTCTTCATGTAATTTCCCTC
LOptAR CATACCCGCTGGTGTTAAGC

UyvdF-LopAF AAATAAAATTGTTGACTCTTGCAA TTGCTTGCAGCATGCGG

LyvdFi-UyvdFi GCCAATTGAGGCAATTCCAACTGTTGCAAGAGTCAACAATTITTATTT

LyvdF-LoptAF CAGTTGGAATTGCCTCAATTGGC TTGCTTGCAGCATGCGG

opta-seqF GTGAAAACTTTCCGCTATTT

opta-seqR AAGTATGGTGTTGGTTGTGC

IspAUF CTCCTCGARTAAACTTCGTGCCTACTCA
IspAUR GATCGGATCATATTTTTCTGTATCTCCAAGCT
ISpALF GATCGGATCAAATTGATTAAAAAATCACTG
ISpALR CCCGGAAAATACAAAAAAAACAAGT

ISpAF* TATATGTTTAGGGACTGTCA

IspAR* TACTTTGCTTTTTTTGCTTC

*vérification de la délétion et séquencage de Fa® contentant la délétion

7.1 Constructions génetigues

7.1.1 Construction du mutant pepF chezL. lactis L1403 et L. lactis NZ9000

Le mutantpepF a été construit utilisant la construction réalipée (Nardiet al, 1997), pour la
souchel. lactisNCDO763. Cette construction permet suite a une lgordzombinaison d’enlever
161 paires de bases du géepF qui incluent le site actif de PepF.

7.1.2 Construction d’'une souche surproductrice de PepF edes mutants
complémentés

La souche surproductrice de PepF a été obtenuséraint le géenpepFavec son propre promoteur

dans le plasmide pILN13 (Renawdt al, 1996). Ce plasmide est un plasmide a haut nombre

copies qui permet, suite a une digestion par I'erezge restriction Kpnl, un switch a faible nombre

de copies. La méme construction a donc pu étriségipour complémenter les mutaoepF.
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7.1.3 Construction du mutant yvjB (eep)et sa complémentation
Pour la délétion du génesepentier, sans affecter les génes en amont et en gualconstruction suivante Figure
7-1) a été réalisé dans le plasmide pGHOST9 (voir

Tableau 7-3) pour la séquence des amorces):

upps cdsf eep - proS .
N/ VT
eepUF 968pb eepUR eepDF 924pb eepDR
Xhol B EcoRI Spel

Figure 7-1 : Schéma de la construction du mutant.eep

Pour la complémentation du mutaedp,le plasmide pILN13 a été utilisé dans sa versaihlé
nombre de copies. Le mutagép a été complémenté par I'opérappS-cdsA-eept son propre
promoteur.

7.1.4 Construction du mutant IspA
Pour la délétion du gendspA entier, sans affecter les génes en amont et en gJalconstruction suivante (Figure
7-2) a été réalisé dans le plasmide pGHOST9 (voir

Tableau 7-3 pour la séquence des amorces):

ribH R IspA ruD
= - = -

/

IspAUF 1070pb IspRU ISpALF 984pb IspALR

v

Xhol Bhaiin BamHlI Smal
Figure 7-2 : Schéma de la construction du mutant IspA

7.1.5 Construction d’'un geneoptA contenant le peptide signal degvdF
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Le but de cette construction a été de créer umfeag du geneptA contenant le peptide signal de
yvdF pour étudier le comportement dptAdans un mutargep.Le fragment du peptide signal a été
inséré par PCR selon la technique de @tlal, 1989). Cette technique permet de réaliser une PCR
sur deux produits de PCR si une extrémité des [isodst complémentaire et s’aligne a la méme
température que les amorces utilisés pour la F@GRd 7-1).

UoptSF UyvdF*- UoptSR UyvdF- LoptAF LoptAR
— \\\\‘ = - x/////it-
PCR1 — PCR2
ADN génomique ADN génomique
UoptSE LoptAR

— \ PCR3 ‘  -
PCR1+PCR2

UoptSF IR - U yvd F* IREE- L optAF LoptAR
nd \\\\\ ‘/////‘--J f--’ \\\\ Af///// -
PCR4 PCR5
PCR3 PCR3
UoptSFE LoptAR
— PCR6 - =

PCR4+PCR5
Figure 7-3 : Schéma des PCR successives réalisées pour insépeptide signal de yvdF.

Dans un premier temps la partie UyvdF a été insé&ige fois ce fragment obtenu, la partie LyvdF
a été insérée par une deuxieme étape de FigRré 7-3 etFigure 7-4).

UoptSR UyvdF LyvdF i\ F
M KT W K K V T L G T \% A L G S A A L L A A C
GAG GGA AAT TAC ATG AAG ACT TGG AAA AAA GTT ACC TTAGGT ACA GGT GCA CTT GGT TCG GCA GCT TTG CTT GCA @O GC GGC
ATG AAA AAA AR AAA TTG TTG ACT CTT GCA ACAICTINCCAATHCECIEAMIEEE TTA CTT GCT GCT TGC
M KK I K L L T LA T V G I AS I G L L A AC

Figure 7-4 : Séquence du peptide signal de optA (en rouge) gegtide signal de yvdF qui illus-
tre le choix des amorces.

7.2 Protocoles de biologie moleculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont étésetis selon les protocoles de (Sambrook &
Russel, 2001).

7.2.1 Préparation d’ADN plasmidique

Pour la préparation d’ADN plasmidique, le kit comoial Qiagen a été utilisé. Pour I'extraction a
partir de cultures de. lactis du lysozyme (10 mg/ml) est additionné a la solutile resuspension
et les cellules sont incubées 30 min a 37°C avatdpe de lyse. Cette étape de lyse n’'est pas
réalisée pour I'extraction d’ADN plasmidique a jrade E. coli.
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7.2.2 Electrophorése d’ADN

Les électrophoreses ont été réalisées sur desl'gglarose (SeaKem LE) 0,7% pour vérification et
agarose (SeaKem GTG) 0,7% pour purification. Leagété préparé dans du tampon du migration
TAE 0,5%. 5uL d’échantillon sont mélangés aveplsde bleu de charge 'ADN migre a 100V
pendant 30 minutes. Pour une purification d’ADNtdtalité de I'échantillon migre a 50V pendant
4 heures; pour un transfert d’ADN sur membrangl5@’échantillon migrent a 15V pendant 13
heures.

7.2.3 Purification d’un fragment d’ADN a partir d’'un gel

Apres séparation sur gel d'agarose, les fragme®BNI ont été purifies a l'aide d'un kit
commercial Qiagen qui utilise le principe d’ads@mptspécifique de 'ADN sur une membrane de
silice apres dissolution de I'agarose a 50°C, dagrhients ont été purifiés avant les ligations.

7.2.4 Préparation de cellules électrocompétentes deactococcus lactis

La technique est basée sur une fragilisation geatai delL. lactis par la glycine ou la thréonine.
Les deux acides aminés ont été testés et les mmsilizux de compétence f1@nt été obtenus avec

la thréonine pout.. lactis IL1403 et NZ9000. 400 mL de M17-sacharose 0.5Mhetonine 2% ont

été ensemencés au 1/100 a partir d’'une pré-cudtita souche en M17-glucose. A unedgfnde

0,6 la culture a été arrétée et les cellules antadtees trois fois dans un tampon saccharose-0,5M-
Glycérol-10%. Elles ont été finalement reprisessd@nméme tampon, congelées rapidement dans
I'azote liquide et conservées a -80°C avant lasfiamation.

7.2.5 Préparation de cellules thermocompétentes dg. coli

100 mL de LB + Mg avec ou sans antibiotique selrsduche ont été ensemenceés. La culture,
arrétée a une Dfgynmde 0,6 a été incubée dans du tampon d’acétatetdsegium 30mM final, KCI
100mM final, CaCGi 10mM final, glycérol 15 %, MnGI50mM final (ajusté a pH 5,8 avec l'acide
acétigue) pendant 30 minutes. La culture a étélavéncubée dans du tampon contenant du MOPS
10mM final, KCI 10mM, CaCl2 75mM et glycérol 15 %#hal (ajusté a pH 6,8) pendant 15
minutes. Les cellules sont congelées dans I'aipiéelde avant la conservation a -80°C.

7.2.6 Transformation par électroporation ou choc thermique

Avant la transformation, les cellules compétenteisédé incubées avec I’ADN plasmidique dans la
glace pendant 30 minutes. Pour le lactocoque esepcé de 100 a 2Q® d’ADN plasmidique les
bactéries électrocompétentes sont soumises a un é&hotriqgue de_(2AD, 25uF et 2.5KV) qui
rend transitoirement perméable la membrane plasmigqui qui permet la transformation de ces
cellules par un plasmide. PoHbr coli, les bactéries sont soumise pendant 90 secondeschogn
thermique a 42°C. Apres transformation, les bag$ésont incubées en milieu riche non sélectif
pour permettre I'expression du géne de sélectiaa @talées sur milieu sélectif ne permettant la
croissance que des bactéries possedant le plasraiddgeré (la sélection est une résistance a un
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antibiotique).

7.2.7 Préparation d’ADN génomiquel. lactis

Nous avons utilisé le protocole de (Hoffman & Worst 1987). Les cellules sont lysées dans du
tampon de lyse (2% TritonX100 ; 1% SDS ; 100mMNdOInM Tris/HCI pH8, 1mM EDTA pH8)
par cassagemécanique aux billes de verre. Les débris celledgagat les protéines sont séparés de
I'ADN par une extraction au phénol. L'ADN total estécipité a I'éthanol et récupéré avec une
pipette Pasteur coudée.

Selon l'utilisation prévue de 'ADN, un traitemeRNAse a une concentration de L@dmL a été
fait.

7.2.8 Ligation

Les ligations ont été effectuées par 'ADN-ligase hctériophage T4 utilisant le kit Fast-link
ligation (Epicentre) avec une incubation de la tiéacde ligation d’'une heure, puis inactivation a
70°C durant 15 minutes. Les ligations ont étésdds le jour méme pour transformer des bactéries
compétentes. Les ligations intermédiaires des feagsnPCR ont été réalisées dans le vecteur
pGEMT (Promega). La ligation dans ce vecteur @iles TA débordants produits lors de la PCR.

7.2.9 Digestion

Les enzymes de restriction et tampons utilisésvipnment de New England Biolabs. Les digestions
ont été réalisées dans un volume final de 50 pkt a@vel d’enzyme. Dans le cas de deux réactions
de restriction successives, la deuxieme a étésééajirés vérification de la premiere et purifigatio
dans le cas ou la deuxieme enzyme n’utilise pasi@e tampon que la premiere.

7.2.10Southern blot

Apres digestion enzymatique, les fragments d'ADNt separés sur gel d’agarose a 0,7% par
'application d'un voltage de 20V pendant 14 heules gel est placé sous agitation pendant 15
minutes dans une solution de HCI 0,12 N pour dégtion, rincé deux fois a I'eau, puis 'ADN
subit une dénaturation dans la solution | (NaOHNY;3NaCl 5 M) pendant 40 minutes. Aprés deux
rincages a lI'eau, 'ADN est neutralisé par 2 baies20 minutes dans la solution Il (Tris 0,5 M;
NaCl 3 M; pH 7,2). Le transfert de 'ADN sur une migrane de nitrocellulose est réalisé de
maniere active sous vide utilisant une VacuGene@P@mersham Biosciences). Aprés transfert,
'ADN est fixé de fagon covalente au support paitement aux UV (Stratalinker). Le kit ECL
(Direct nucleic acid labeling and detection systelmersham Biosciences a été utilisé pour la
hybridation et la révélation. La membrane est ma&é2°C, pendant 1 a 4 heures, sous agitation,
dans 50 ml d'une solution de pré-hybridation ECaurP’hybridation, la sonde marquée avec le
réactif de marquage ECL est dénaturée 5 minut€®2Clpuis directement rajoutée dans le milieu
de pré-hybridation. L’ensemble est placé sous tigjitaa 42°C, pendant une nuit. La membrane est
lavée avec du tampon urée (urée 360 g/L, SDS 0884, 0,5%) deux fois et une fois avec du
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tampon SSC 2X durant 20 minutes. La membrane gxisée face a un film autoradiographique.
Le temps d’exposition est d’environ 5 minutes aitparier selon l'intensité du signal.

7.2.11Quantification de I'ADN et des plasmides sur gel'@garose ou par
spectrométrie
L’ADN est quantifié aprés une dilution au 1/288dans I'eau et la DO est mesurée a 260 nm, 280
nm et 310 nm. La concentration en ADN est calcabihant qu'une D£onni=1 correspond a une
concentration d’ADN double brin de 50ug/mL. La pgéardes ADNSs est vérifié sachant que 'ADN
pur se caractérise par: 1.8<R@DO.g<2 et DQjo faible (de l'ordre de 0.001). L’ADN
plasmidique linéarisé par une enzyme de restri@mpropriée ou des fragments linéaires provenant
des PCR ont été quantifiés approximativement slid@garose par comparaison a un marqueur
composeé de fragments d’ADN de concentration coriSusart Ladder, Eurogentec).

7.2.12Réaction en chaine de la polymérase (PCR)

L’ADN polymérase MP (Qbiogene) ou le TripleMasteZR system (Eppendorf) ont été utilisées
pour les PCR dans les conditions suivantes : 100 ADN, 100 pmol de chaque oligonucléotide,
200 nM de désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTETAP), tampon du fournisseur et 1 unité
d'ADN polymérase. Le programme comporte une déaatur de 5 minutes a 95°C. L'amplification
se compose de 30 a 35 cycles de: i) dénaturatidid®&l, 30 secondes a 95°C; ii) alignement des
amorces, 30 secondes a la température d’alignefB@f€ a 62°C); iii) élongation a 72°C a partir
des amorces pendant 1 a 2 minutes (1 minute pailkb)réactions ont été faites avec un thermo
cycleur Mastercycler (Eppendorf).

7.2.13Séquencage d’ADN

Les constructions ont été vérifiées par séquengtligant le séquenceur « Applied Biosyste3i
automated DNA sequencer » avec le ABI PRISM Dyaniieaitor Cycle Sequencing Kit (Perkin
Elmer) v.3.1.

7.2.14Utilisation du vecteur pGhost9 pour la constructian de mutants

Des cellules électrocompétenteslddactis sont transformées avec 10 ug de vecteur et incubées
28°C dans du M1l7-saccharose-glucose sans antibéotigndant 3-5 heures, étalées sur boites
contenant du milieu M17-glu-Ery puis incubées a@@endant 36 heures. Les transformants sont
testés par PCR. Un clone correct est repiqué praliser l'intégration du pGhost9. La culture est
ensemencée au a 1/£00et incubée pendant 2h30 a 28°C. La culture estpl2h30 & 37°C.
L’intégration est testée par PCR : deux bandessspandantes a la taille du géne délété et non
delété doivent étre présentes. L'excision du pldsnsie fait par une culture de 24 heures a 28°C
sans antibiotique. Souvent plusieurs repiquages rsdressaires pour exciser le plasmide. Aprés
cette culture, les bactéries sont étalés sur beitles clones Ery-sensibles (ayant perdu le pl@emi
sont testés par PCR. Un mutant correct, c'estey grésentant par PCR un fragment correspondant
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au gene délété est séquence puis conserve.
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7.3 Protocoles de microbiologie

7.3.1 Milieux et culture des bactéries

Les souches de lactocoque ont été cultivées dansiltw M17 (Difco)-glucose 0,5% a 30°C sans
agitation. Les souches @e coliont été cultivées sur milieu LB (Difco) sous atiga. Ces milieux
sont utilisés sous forme liquide ou avec de I'sgaur cultiver les souches sur boites de Pétri. Pour
la sélection des clones résistants, I'antibiotigsieadditionné au milieu a des concentrations éntre
a 10Qug/mL selon la souche: érythromycine (5 pglngour L. lactis, 150 pg nift pour E. coli),
chloramphenico(5 pg mt! pourL. lactis 20 ug mi! pour E. coli), ampicilline (100 ug m} pour

E. col), kanamycine (20 pg ml pour E. col). Pour le test de résistance a la pénicilline, cet
antibiotique a été rajouté sur des disques plagéfashoite ne contenant pas d’antibiotique apres
I'étalement des cellules. Les disques ont étéigsapendant 10 minutes aux UV pour les stériliser.

Le milieu chimiquement défini (MCD) contient toweslacides aminés, le MCD minimum contient
uniquement les 9 acides aminés essentielslpdactis|L1403 (Cocaign-Bousquet al, 1995).

Pour les expériences de transport des peptidedesimcides aminées essentiels a été rajouter au
MCD sous forme de peptide de telle maniere a celajgeantité de cet acide aminé soit la méme
que pour le MCD complet. Le peptide utilisé a é&éu-Enkephalin (Bachem).

Pour révéler I'activité des autolysines, des miotpes ficrococcus lutedsATCC 4698 Sigma
autoclavés ont été rajoutés dans le milieu M17aglar a 0,2% (poids/volume) final.

7.3.2 Microscopie

Les observations au microscope électronique eéteaction de PepF dans la cellule ont été faites a
la plateforme de microscopie a I'INRA de Jouy esa®(MIMA2). Pour la localisation de PepF
dans la cellule, des anticorps polyclonaux ontfébgiqués par PARIS (Production d’Anticorps,
Réactifs Immunologiques & Services, Compiegne, €ganUne fois les anticorps testés par
Western Blot, les cellules ont été fixées dans draformaldéhyde 4%, dehydratées avec de
I'éthanol 30% (a 4°C) pendant une heure, 50%, 1@%20°C), 90% and 100% (a — 35°C) et lavees
pendant 3 heures a 35°C dans du Lowicryl KAM (Deltaroscopies — Labege — France)/éthanol
100% (1v/2v, 1v/1lv and 2v/1lv, respectivement). Eesueux lavages de Lowicryl K4M (16h et
2h) ont été réalisés. La polymérisation a été fi820 nm pendant 48 h a 35°C, et la température
augmentée pendant 3 jours jusqu’a 20°C avant aeeslai procédure Leica AFS procédure (Leica —
Microsystems Rueil-Malmaison — France). Des finegpes de 90 nm ont été montées sur des
grilles de nickel. Apres la réaction d’'inclusiomndadu tampon PBS — 1% BSA — 0.1% eau froide et
gélatine de peau de poisson, les coupes ont aiéérs pendant 2h a température ambiante avec
les anticorps PARIS contre PepF, dilution 1:10G teupes ont été lavées avec le méme tampon et
incubées pendant 30 minutes avec la protéine A0YIcBuplée a des particules d’'or de 10 nm
(Aurion — BioValley — France).

Pour I'étude de la division cellulaire, des culsideL. lactis NZ9000-pSEC1 sauvage et du mutant
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PepF induits et non induits a la nisine ont ét&dixchimiquement dans une solution de 2%
glutaraldéhyde et 0,1M de cacodylate de sodiumluses dans la résine Epon et coupées a
température ambiante.

7.4 Protocoles de biochimie et protéomique

7.4.1 Gel SDS-page

Des gels sodium dodécyl sulfate-polyacrylamide 2261 NuPage (Invitrogen) ont été utilisés pour
I'électrophorese en une dimension. Aprés migraties protéines, le gel est placé dans une solution
de coloration (Simply Bleu safe stain, Invitrogg@ndant 1 h sous agitation apres 1 lavage de 5
minutes a I'eau. Il est ensuite décoloré par plusidéavages a I'eau avant d’étre scanné.

7.4.2 Extraction des protéines cytoplasmiques, d’envelqge et sécrétées

Une fois la culture arrétée par centrifugation, deflules sont lavées avec du tampon phosphate
0,2M et cassées dans du tampon de cassage contenanttibiteur de protéase au disrupteur de
cellules (Cell D, Basic Z 0.75KW) a 2400 bar. Lé&bds cellulaires sont séparés par centrifugation
a 5000 rpm. La fraction cellulaire est séparéead&dction d’enveloppe par ultracentrifugation a
50000 rpm, le culot est repris dans le tampon dearge. Les protéines sécrétées sont concentrées
60 fois par précipitation avec I'acide trichlorotigge (TCA) 20% final et deux lavages a I'acétone
pour éliminer complétement I'acide.

7.4.3 Dosage des protéines Bradford

La quantité de protéines est mesuréee a 595 nmuéam d’onde a laquelle le complexe formé entre
protéines et bleu de Coomassie présente l'abscebaraximale. La quantité de protéines est
déterminé par comparaison a une courbe étalonti@ude BSA de concentration connue)
réalisée en méme temps que les échantillons s@urégs

7.4.4 Chromatographie

Les muropeptides obtenus lors de I'extraction dptideglycane ont été analysés par HPLC
utilisant une colonne C18 Hypersyl PEP100. Ils éudt identifiés par comparaison a un standard
pour lequel les peptides avaient été identifiés quarctrométrie de masse. Une fois la quantité
relative de chaque pic déterminé (utilisant ledam@s des pics), les quantités de dimeres (d),
triméres (t) et tétrameres (te) de muropeptidestinttilisées pour calculer I'indice de réticldati

(crosslinking index) de la paroi (Glauner, 1988) :
2

1 3
+ +
s 2 d 3Dt 4yte

> muropeptigs

Crosslinkg

Les acides tels que pyruvate, acétate, lactateretate ont été quantifies par HPLC sur
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une colonne Aminex-HPX-87H (BioRad) avec une éhuigncratique de $$0,5mM a un débit de
0,35 ml/minute a 35°C. Les protéines avaient éééipitées préecédemment avec disb 2%. Les
guantités d’acides présents ont été calculéesqgmaparaison a une courbe de calibration standard
de chaque acide analysé.

7.4.5 Extraction de peptidoglycane

Les peptidoglycanes de lactisIL1403 et son mutargepFont été préparés a partir d’'une culture a
DOgponm =03 selon le protocole de (Atrét al, 1999). Les cellules sont portées a ebullitionsdan
du SDS 4% durant 30 minutes. La paroi est lavédoss avec de I'eau distillée. Pour éliminer les
protéines, la paroi a été traitée avec la prona®8 jig mit) durant 16 h a 37 °C, puis, avec la
trypsine (200 pgmt) pendant 16 h & 37 °C. Ensuite, la paroi estégaiavec l'acide
fluorohydrique pour éliminer les acides teichoiquaprés la digestion avec la muramidase, les
muropeptides obténus sont réduits avec du boraitet #analyse par HPLC.

7.4.6 Induction a la nisine

Une solution de nisine a 0,02mg/mL est prépargeuede son utilisation et rajoutée aux cultures
en phase exponentielle pour obtenir des concemiafinales de 5 a 10 ng/mL. Les cultures sont
incubées de nouveau pendant 3 heures avant di@igsées.

7.4.7 Extraction de peptides a partir des gels SDS-PAGE

Apres la découpe des bandes d'intérét a partir geinSDS-PAGE, les morceaux de gel ont été
lavés avec 100 pL de solution de lavage (50% bixate d’ammonium 50mM et 50%
d’acétonitrile). Une fois cette solution retiréeles morceaux de gel séchés a 37°C, une solution
contenant la trypsine (40uL d’'acide acétique 50mi40tg de trypsine PROMEGA) est rajoutée
pour digérer les protéines durant une nuit a 3D&hs le cas ou les peptides de masse comprise
entre 0 et 6 kDa ont été analysés, cette étap@dstibn n’a pas été fait.

Une fois la digestion finie et le surnageant coatgre lysat de la digestion retiré (ou les
morceaux de gels séchés, dans le cas de peptittesCent 6 kDa), 3 lavages successives des
morceaux des gels sont faits avec une solutionadedmnate d’ammonium 50mM pour extraire les
peptides. Les surnageants sont poolés et séchépemal-vac. Le culot, contenant les peptides
concentrés est repris dans 20uL d’'un tampon poalyse au LC-MS-MS (acide trifluoroacétique
0,08%, acétonitrile 2%).

7.4.8 Analyse de peptides de taille inférieur a 3kDa

Les peptides ont été obtenus par ultrafiltratios dgtraits cytoplasmiques utilisant des
filtres Microcon (Millipore) de <3 kDa. Ensuite,toe fraction a été séparée par HPLC et la fraction
éluée entre 0 et 35% acétonitrile a été collectér pnrichir I'échantillons en peptides hydrophobes

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech
129



Détermination du réle de peptidases bactériennes/Matériels et Méthodes

pour les cas ou un peptide hydrophobe comme lesaaox de peptides signaux étaient recherchés
(mutant PepF). Dans le cas ou des peptides divekepant des lipoprotéines étaient recherchés
(mutant YvjB), une fraction plus hydrophile, éluae>60% d’acétonitrile a été collectée. Ces
échantillons ont été séchés, repris dans du tarapioe trifluoroacétique 0,08%, acétonitrile 2% et
analysés par LC-MS-MS.

7.4.9 Production et purification de PepF-histidine-taggedproduite chezE. coli
BL21 (DE3) Gold

Une culture deE. coliBL21 (DE3) Gold contenant le plasmide permettairidiiire la production

hétérologue de PepF-histidine-tagged sous le peumdt7 a été réalisé dans du milieu LB-Km. La

production a été induite & I'lPTG a une concerarafinale de 1 mM au moment ou la culture se

trouvait a une D@y, ,de 0,5. Les bactéries ont été cultivées a 37 dtaiinduction a I'IPTG et

a 30 °C sous agitation de 200 rpm durant la proednicte PepF-histidine-tagged (4 h) pour éviter la
formation de corps d’inclusiories cellules ont été récupérées par centrifugagtonassées au
disrupteur de cellules (Cell D, Basic Z 0.75KW)&0Q bars. La protéine PepF-histidine-tagged a
été purifiée en utilisant des colonnegNiitrilotriacetic acid (Ni-NTA) (Qiagen).

7.4.10Analyse au LC-MS-MS

Les peptides ont été analysés par un gradient 8@2- d’acétonitrile dans I'eau contenant 0,1%
d’acide formigue pendant 50 minutes. Un débit d@ &8Q/min a été utilisé pour I'élution des
peptides de la colonne C-18 PepMap100 reverseceptawcolumn (75m ID x 15cm, 3um, 100

A) (LC Packings, Amsterdam, Netherlands). L'ionisatet la fragmentation des peptides ont été
réalisées dans un spectrométre de masse de tppe wdons. Les spectres ont été acquis entre 200
et 2000 m/z.

7.4.11 Dosage de l'activité de PepF par flourescence

L’activité de PepF a été mesurée sur un substratdscent quenché : Mc-Pro-Leu-Gly-Pro-Lys-
(DNP)OH. La fluorescence est émise quand le pemsdehydrolysé (Tisljaet al, 1990). Cette
activitt a été mesurée pendant 100 secondes esantilun spectrofluorometre (Kontron
instruments, Uvikon 931).

7.4.12 Western Blot

Le transfert de protéines d’'un gel SDS-PAGE sur meenbrane PVDF a été fait dans un systeme
BIORAD a 100 V pendant 2 heures. La membrane acé@ligrée avec du rouge Ponceau pour
vérifier le transfert. Ensuite la membrane a étarsa avec du tampon PLT (PBS 10mM, Tween 20
0,1%, BSA 1%) pendant 2 heures avant de l'incubaticec le premier I'anticorps. Apres une nuit
d’incubation a 4°C et 3 lavages au PLT, le deuxiemicorps a été incubé pendant 1 heure. Les
dilutions des anticorps ont varié entre 1/1000/8000. Ces concentrations ont été déterminées
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empiriquement. La révélation a été faite par teHCL (Plus Western Blotting Detection System)
Amersham Biosciences.

7.5 Logiciels et obtention des données

7.5.1 Analyse de séquences d’ADN et protéiques

Les séquences d’ADN et protéigues nécessaires lpatesign d’amorces et la comparaison des
séquences ont été obtenues en interrogant les tesennées KEGG et NCBI. L'alignement des
séquences a été réalisé avec Clustal W 1.83 (Thmmgisal, 1994). Le design et I'analyse des
amorces ont été effectués avec le logiciel Oligplérer 1.1.0. La prédiction de peptides signal a
été faite avec SignalP (Bendtsenal, 2004). L'alignement multiple pour la rechercherdetifs
dans la séquence a été réalisé avec AlignACE vef&kio (Rothet al, 1998). Clone Manager © a
été utilisé pour planifier la construction des piades. La traduction des séquences d’ADN, la
prédiction de masse des séquences protéiquesatié des indices GRAVY ont été faits avec les
outils Expasy (http://www.expasy.org/tools/).

7.5.2 Analyses des résultats MSMS
Les spectres MS/MS ont été analysés avec Biowagkstdes bases de lactisMG1363 ou
IL1403 ont été interrogées en utilisant SEQUEST.

7.5.3 Mise en forme des données

Nous avons utilisé cing types de données: un grajgs voies métaboliques (1), des profils
phylogénétiques (2), des données sur la distance lesuchromosome (3), des données
transcriptomiques (4) pour le KCCA. Les donnéegasdle gels 2D (5) ont pu étre incluses grace a
une stratégie de complétion de noyaux que noussasiéumeloppée (article I). Pour les noms des
fichiers correspondant a chaque type de donnéedesdiableau 7-4Ces données sont fournies
dans les données supplémentaires.

1) Le graphe des voies métaboliques

Pour obtenir un graphe des toutes les voies métpiasl, les fichiers xml qui décrivent chaque voie
métabolique dd.. lactis ont été téléchargés utilisant la pdtegenome.ad.jorrespondant a la
version KGML_v0.6. 87 fichiers ont été récupéréssiiite les relations deux a deux entre génes ont
été extraites de ces fichiers avec le script IgjtZarit en langage ruby et fournie par JP Vert. A
partir de ce fichier, une matrice laplacienne e&ée. Il s’agit d’'une matrice contenant des « 1 » s
un lien existe entre deux protéines et des « @ 'y’ a pas de lien. Sur la diagonale se trowve |
valeur négative du degré de chaque protéine. Rapsemiere colonne les identifiants des protéines
sont indiqués utilisant I'identifiant de la base ®& (L166370 par exemple).

2) Les profils phylogénétiques
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Pour construire les profils phylogénétiques, il mStessaire de récupérer les séquences de tous les
genes du lactocoque et de réaliser des BLAST caldrdres bactéries. La base de données utilisée
est celle des séquences protéiques codées parecpaqe. Dans cette base de données les noms de
protéines sont donnés par NP_ suivi d'un numéracatéristique. C’est cet identifiant qui a été
choisi pour les protéines. Le logiciel public ARCde Magalhde®t al, 2005) a été utilisé pour
cette tache. Il est programmé en langage Perl appsie sur des libraries BioPerl pour
l'interrogation de la base NCBI et pour réalisey B AST automatiques. Des BLAST ont été faits
contre 276 bactéries entiérement séquencées ameneseuil de détection une E-value de 3.10

La sortie est un tableau de 2180 lignes (protéire®)78 colonnes. Dans la premiere colonne se
trouve le nom des génes (NP_267883 par exemple}, ldadeuxieme colonne le nombre d’a.a. de
chaque protéine; les 276 colonnes restantes comdspt aux 278 bactéries.

3) La distance sur le chromosome

Les positions des génes ont été récupéréeshtigmgenome.jouy.inra.fr/cgi-bin/micado/index.cgi
La distance entre genes a été calculée entre tHuimgene et le début du suivant directement dans
dans le programme « kernel » une fois I'informaton les positions chargée.

4) Les données transcriptomiques

Les données transcriptomiques ont été réecupéreess &ndroits différents : i) La base des données
transcriptomiquesttp://genome.jouy.inra.friefp/base/mwwprovenant du projet europé&xpress Finger-
print, ii) d’E. Guedon et iii) Sur le GEO du NCHBttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/geol es différents
fichiers ont été fusionnés en un seul fichier sdifit les genes présents sur tous les fichierset le
noms des genepéph ont été changé pour obtenir I'identifiant NCBIRN267883). Le résultat de
cette opération est un fichier avec les noms degeéans la premiére colonne et les données cor-
respondant a 115 expériences (avec deux valeurge it vert, par gene et par expérience), soit 230
colonnes de données. Le log ratio normalisé eagreléux conditions a été calculé pour obtenir une

seule colonne par expériencdao:gz(vert/rouge—Iogz(Zvert/Zrouge. Pour les expériences
comportant des répétitions par genes, la moyer@é prise.

5) Les données des gels 2D

lls proviennent de 13 expériences différentes @4 gu total). Elles ont été toutes réalisées par C
Gitton (Unité BioBac). Pour les cas des répétitiansoyenne du volume détecté pour chaque pro-
téine a éte utilisé. Il s’agit des données incotegl@arce que uniqguement les protéines solubles et
avec un point isoélectrique compris entre pH 4 sbm détectées. Une autre difficulté s’est présen-
té pour ces données. Une partie des expériencédsét&daites sur la souche lactisNCDO763.

Un test statistique damaximum descrepandgBorgwardtet al, 2006) a été réalisé pour confirmer
gue les données provennant des deux souches pou@tie utilisées ensemble. Les données des
gels 2D sont des volumes des spots qui représertiague protéine. Cette quantité est normalisée
par le volume total. Ce volume normalige été encore transformeé selon les recommandat®ns d

Chich et collaborateursty =3V (Chichet al, 2007).

6) Le fichier de correspondances
Il a été nécessaire de créer un fichier de correfgmes utilisant I'information des bases des
données commattp://www.infobiogen.fr/(actuellement fermé) ehttp://genome.jouy.inra.fr/cgi-
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bin/micado/index.cgipuis complété manuellement. Ce fichier contiest ¢orrespondances entre
les numéros de locus (annotation originale du gé&phas numéros d’accession SWISSPROT, les
numeéros NCBI de la base des protéines (NP_2678&&3)dentifiants KEGG (L166370), ainsi que
les noms de génepdph.

Une fois les fichiers construits, les noms des gemd été harmonisés a l'aide du code lit_fic.m
écrit sous matlab.

Ceci fait, les genes communs a tous les types deéds ont été recherchés pour constituer le lot
d’apprentissage (programme : donnees.m). A l'aide ntBme programme 333 genes ont été
identifiés dans tous les sources de données. Engstgénes communs aux sources des données 2-
5 ont été recherchés pour constituer I'ensemblegdres candidats soit 1756 genes. Les différentes

étapes sont schématisées sur la Figure 7-5 eelesde données résultants sont listés dans le
Tableau 7-4

Préparation des données
Graphe voies Scripts Matrice
métaboliques ruby Laplacienne

KEGG 402 génes
L166370
e
Profils A
P Profi a
phylogénétiques 2180 génes
NCBI —~ NP_267883 Ficier
ARCT correspondances
Expression 115 NCBI-KEGG-NOMS
BASE+ Hybridations MATLAB
1946 génes
™ PepF
Position sur
le génome Début-in - R
géne NP_267883
MICADO =
NP_267883
N l MATLAB
Posican \
Exprecan 1\ 11 B Intersection 4
+

Metalot Liste ensembles:
Posilot Candidats 333 génw
Proflot Fichier ou
E l t choix selon la voie

xprelo

Figure 7-5 : Etapes de récupération et mise en forendes données.
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Tableau 7-4 :Données

Type de données Provenance

caractéristiques  Fichier

Réseaux des VvoieKEGG : KGML_v0.6
métaboliques

333x333 metatout.txt

Profils BLAST avec ARCT 0.9 contre 276333%x276 proftout.txt
phylogénétiques bactéries avec un seuil de E-value210 | 1756x276 profcan.txt
Distance entre genesCalculée a partir des positions des genes 388wt et fin) | positout.txt
en p.b. 1756x2

posican.txt
Données http://genome.jouy.inra.fr/efp/base/www 333x115 expretout.txt

transcriptomiques

Gene Expression Omnibus (GEO), NCBI(115 hybridisations)

(Guedonret al, 2001) 1756x115 exprecan.txt
Gels 2D 24 gels 216%13 2D.txt
(Gitton et al, 2005)
(Guillot et al, 2003)
Noms de genes Fichier des correspondances 2284x5 Fs.OR

7.5.4 Programmes réalisés

Plusieurs codes ont été écris sous Matlab v. 2220(The Mathworks ©) pour réaliser les
prédictions des liens par KCCA, ces codes utiligesburces ou 5 sources de données pour réaliser
les prédictions, permettent de faire la détermimaties parametres par validation croisée, la mise
en forme des noms de génes et I'analyse de setgsilhies noms de fichiers correspondants aux

codes sont listés dansTableau 7-5

Le Tableau 7-5contient la liste des codes développés sous Muatl@.2.0.232 (The Mathworks
©) ainsi que d’autres codes utilisés pour la cartsion et 'analyse des données.

Tableau 7-5 :Codes utilisés

Code Référence Langage| Utilisation

kernel ce travail matlab KCCA avec 4 sources desédes

kernelprot | ce travail matlab KCCA avec 5 sourcesdtmnnées

Crossv ce travail matlab validation croisée pouedginer les parametres

donnes ce travail matlab construction des jeuxaimées

lit fic ce travail matlab harmonisation des nomgédaes

anal_sens | ce travail matlab analyse de sensibilit€ CCA

ARCT (de Magalhéest al, 2005) | perl BLAST automatiques

list2ad] JP Vert ruby retrouve les relations 2@uraphe KEGG

make net JP Vert ruby Construction d’un graphetdetes les voies
métaboliques de KEGG polr lactis
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7.6 Analyses statistiques

Dans ce travail nous avons utilisé une méthodefa@mce supervisée reposant sur l'analyse de
corrélation canonique. Nous avons étendue cettbadéta des données incompletes. Nous avons
aussi proposé une approche originale d’identificatde données essentielles pour répondre a
l'inférence des rbles de protéines cibles. Cettedhot® se base sur les plans d’expériences
fractionnaires. La maniére dont les méthodes thiadaptées et appliquées dans le cadre de ce
travail est détaillée dans les articles. Uniquents# détails concernant I'exploration de modéles
pour la recherche de sous-ensembles de facteursogdiuisent aux mémes prédictions que la
référence, réalisée dans le cadre de I'analysemislité sera détaillée ici.

7.6.1 Enumération de modéles parcimonieux en facteurs

Une fois les simulations réalisées et un modéksalie ajusté, nous nous retrouvons avec un certain
nombre de facteurs classés par ordre dimporta@ms facteurs représentent des facteurs

principaux E, ={x,i0l}, cest & dire une seule variable (par exemple empérience
transcriptomique) ou des interactions d'ordre denie variablesg,, ={(x,,x,).(u,v)dU}}. Soit

P.v ={(x, y) ~ (x,.x, )} rensemble des alias de I'interactiqr,,x, ). Du fait que les effets d’ordre
deux sont confondus, nous nous retrouvons envatt an grand nombre de facteurs possiblement
impliqués dans l'effet donnée par le modele. lisreéxessaire d’énumérer les modéles possibles
tenant compte de tous les facteurs impliqués et derla structure d’alias de facteurs d’ordre deux.

On s'intéresse alors aux modéles comportant leedex principauxE,, et un représentant de
chaque paquet d'alia§uyv(u,v)DU . SoitM I'ensemble de tous les modeles corresponddi; at

Ent. Soit F(m) le nombre de facteurs différents intervenants dansnodele mOM . On a

|Es|<F(M)<|E,|+2%|E,|. On dira quun modéle m est parcimonieux lorsque

F(M=minF(m). Il Nest pas possible de calculer toutes les ipd#és. Nous avons propose
mIM

I'algorithme suivant pour rechercher un modele paonieux. Il s’'agit d’'un algorithme sous-

optimal:

On affecte une étiquette a chaque facteuEglede -1 é1|EPr|. On affecte aussi les étiquettes 1 a

|E | a chaque paquets d’interactions. On construitsalole matriceS de tailleTxT , ouT est le

Int

nombre de facteurs apparaissant depd’ , ., P.

uv -
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Un exemple de matricéest montré en Figure 7-6 et un résumé de I'algorit est présenté plus
bas.

W] 22

5 ) 5 (D) 2/1
1@ @ Q) ° 1@ @ 0 |

Figure 7-6 : Construction de la matricget sélection des facteurs. Les facteurs en rooigedsabord sélectionnés pui
ceux en bleu, car ils correspondent au co(t optirhalcodt optimal est 2/2 dans cette exemple.

oY

Algorithme

1. sélectionner tous les facteurs correspondant aux effets principaux

2. regarder §’il y a des interactions n’impliquant que les facteurs principaux
3. faire le point des paquets non encore couverts

4. S’il y des paquets non couverts,

(a) calculer pour chaque ligne de la matrice le nombre maximum NBfactd’interactions différentes qu’on
peut couvrir en considérant x;(;) et d’autres facteurs, calculer aussi le nombre nbinteract minimum de
facteurs supplémentaires nécessaires pour cela.

A . . . gt O fact (IS R e . N .. . VRN BRI,

(b) SC]CCth.)Il.IlCI la ligne de rapport nbinfer minimal. S’il y a des lignes pour lesquelles ce rapport est identique,
on choisit celle pour laquelle nbinter est le plus grand.

(c) Ajouter le facteur a;(; et les facteurs correspondant aux etiquettes couvertes et non déja inclus dans la
liste. Il peut y avoir plusieurs possibilités équivalentes en terme d’interactions couvertes et de nombre
de facteurs. Dans ce cas, soit on construit plusieurs listes en paralléle, soit on choisit d’'une maniére ou
d’une autre

(d) modifier la matrice S : enlever les etiquettes couvertes.
(e) Retourner en 3.

5. Terminé : on a une liste de facteurs
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8 Discussion

Le travail réalisé au cours de cette thése estavait multidisciplinaire qui a apporté des résislta

et des réflexions sur, d’'une part, l'inférence dlerdes protéines par des méthodes a noyaux et
d’autre part, I'implication d’enzymes protéolyticmielans I'export des protéines des lactocoques.
Notre approche est une des rares a combiner umedchgpstatistique et des tests expérimentaux sur
des protéines dont les réles ne sont pas conngsauitees études rapportées valident généralement
les modeéles par des jeux de données déja connus.

Nous allons discuter chacun des aspects abordsdifficultés et précautions a prendre lors de la
construction et I'obtention des données, I'analgsecorrélation batie sur des noyaux (KCCA)
utilisés pour prédire des relations entre protéieessa position parmi d’autres méthodes
d’'inférence, la qualité des prédictions et le tgeeliens obtenus, les hypothése biologiques issues
des liens prédits et la maniére de les poser quesies résultats des validations expérimentalas a
lumiére des connaissances sur les protéines ahbxsle lactocoque et d’autres bactéries.

Notre méthode de prédiction

Si nous reprenons les étapes de cette étude, rtrosvons a l'origine les données qui ont été
utilisées pour l'inférence statistigue. Les donnéescernant la distance entre genes sur le
chromosome et les profils phylogénétiques ont étérmies en interrogeant des bases de données
avec des outils automatiques disponibles développés différents langages de programmation.
Les données transcriptomiques proviennent égaledeedifférentes sources. Ce fait n’a pas facilité
la mise en forme des données, puisque une harntionisies noms des génes a été nécessaire. Il a
éte également nécessaire d’éliminer une partiegéees de I'ensemble de sources de données
quand ils étaient absents d’'une des expériencesctiptomiques. Il s’agit pour la plupart de petits
genes ou de genes de phages. En conséquence,meique’56 genes (sur 2321 catalogués dans le
NCBI) ont été gardés pour I'analyse. Ce travailssivent négligé ou simplement pas mentionné
dans la plupart des études mais il nécessite upstemn négligeable. Cette étape du travail aurait
était plus aisée si les noms des genes et des torstendardisés avaient été utilisés dans les
différentes bases de données. Tres liee a la réatigré de données est la transformation de ces
données, qui, en général, cherche a ramener anteer@éhelle des données provenant de différentes
répétitions, conditions et méme laboratoires. Nawsns utilisé des transformations couramment
rapportées comme le logarithme pour les donnéasdri@tomiques ou la troisieme racine pour les
données des gels 2D, mais plusieurs autres patesilakistent.

Il est également trés important de se poser latigumede la pertinence et de la qualité des données
utilisées, compte tenu du fait gqu’il s’agit de déem obtenues a haut-débit ou de maniére
automatique. Il est trés difficile de répondre #ecguestion, puisque il est rarement possible de
réaliser une analyse qui permette d’évaluer tolgessources des données et variables utilisées.
Pour cette raison, il est nécessaire de prendregesutions dans le but de trier d’'une certaine
maniére les données de bonne et de mauvaise quddités avons surmonté cette difficulté en
effectuant une analyse statistique superviséee @etilyse permet de réaliser un apprentissage par
rapport a une source de données dans laquelleléd®ns entre protéines sont connues.

Le fait de connaitre les relations entre certapreséines grace au réseau métaboligue KEGG nous
a permis également de valider la qualité des ptiéd sur la base de ce réseau. Nous savions que
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nos prédictions étaient de bonne qualité (enviré¥ ’erreur) pour la reconstruction du graphe
métabolique connu.

Notre but était de prédire des liens de tous tygieson pas uniquement des liens métaboliques
(c’est a dire les liens qui lient deux protéineaml elles réalisent deux réactions successives dans
une voie métabolique) mais aussi des liens repia@sea participation a une méme fonction
cellulaire, une méme cascade de signalement, udatén commune, etc. La question qui se
posait alors, était de savoir si les liens infétsent applicables aussi aux relations de tousstyp
Nous avons abordé cette question en essayant diestedre des liens connus entre protéines qui
ne sont pas liées métaboliguement comme nous kaséfini ci-dessus et n'avaient pas été utilisés
dans l'apprentissage. Nous avons comparé les iigéges avec des interactions physiques entre
protéines déterminées par la technique du doulideids; ainsi qu’'avec des régulons connus chez
le lactocoque. Méme si les liens directs entre daaxeines interagissant physiquement n’ont pas
été retrouveés, un réseau trés voisin du réseateddictions physiques a été retrouvé. Cependant, les
relations de protéines faisant partie du méme agg(CodY et CcpA) ne sont pas retrouvées dans
les relations prédites. Trois hypothéses peuvert #@tées de ces résultats : (i) les protéines
participant a une méme fonction ne sont pas foroemégulées de la méme maniere ; (i) la
régulation commune d’'un groupe de genes est oldderdans des conditions trés précises et trés
difficiles a retrouver lors de lintégration de pilaurs conditions transcriptomiques au méme
temps (cette hypothese semble pertinente au vupddds d’expressions des génes du régulon
CodY dans les différentes expériences de transonipue utilisées (voir figure); (iii) une protéine

peut étre régulée de plusieurs maniéres ou fanteepbe plusieurs régulons.

Parmi les méthodes de prédiction du rble des pre$édisponibles au moment ou nous avons
réalisé les prédictions pour PepF et YvjB, nousnavohoisi I'analyse de corrélation canonique
batie sur des noyaux (KCCA) proposée par Yamarishollaborateurs (2003). C’est une méthode
supervisée qui présente I'avantage de permeitriedration de difféerentes sources de données qui
sont toutes représentées sous forme de noyaux.f&@miiie I'utilisation de sources de données
hétérogenes grace a la flexibilité de représemtgiay des noyaux.

La méthode KCCA présente l'inconvénient de negaepter des sources contenant des données
manquantes. Néanmoins, des sources de donnéésfordsatives existent et celles-la ne peuvent
pas étre obtenues pour tous les géenes ou toutpsoligsnes d’'un organisme. Tel est le cas des gels
de protéines a deux dimensions. Méme si I'abondaeleive de protéines dans une condition
donnée n’est pas disponible pour toutes les preg¢inl s’agit d’une source d’information
complémentaire aux données transcriptomiques. Ideass proposé une stratégie pour compléter
les données provenant des gels 2D pour pouvoimidsre dans nos sources de données. Pour
inclure ces données il faut surmonter la difficuités données manquantes. Deux possibilités
existent : i) compléter les données ou ii) complé&enoyau. Nous avons décidé de construire un
noyau avec les données existantes et de compktaoylau lui méme avec les connaissances
disponibles sur les paires des protéines absedé&eprend compte la différence entre I'absence de
protéines pour causes liées a la technique etrt@sipes vraiment absentes. Nous avons constaté
gue linformation supplémentaire apportée par cetigérce de données est trés faible, ce qui est da
srement a la quantité de protéines absentes ¢en85%). Ce qui est intéressant, c’est que nous
avons montré que méme les sources de données iltempeuvent étre utilisées dans la KCCA.
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Les résultats des prédictions de la KCCA se soétéavtres utiles pour émettre des hypothéses
biologiques sur le role des protéines. Tout d’abtedait d’avoir des distances ordonnées permet
de se concentrer en priorité sur les protéinesifeedomme étant les plus proches. La protéine la
plus proche nous a guidé vers le role principaPdpF et de YvjB. Les autres prédictions étaient
tres variées pour PepF, comportant des protéineasrtgmant a plusieurs fonctions différentes. Au

contraire, pour YvjB une grande majorité de praéimparticipait dans la sécrétion de protéines.
Cela indique que la KCCA est une analyse qui pedeatepérer les fonctions principales tout en

tenant compte des fonctions secondaires ou pl@iegro

PepF

Les prédictions obtenues nous ont permis de délzefsarticipation de PepF et YvjB a différentes

fonctions cellulaires et nous avons réussi, dandupart des prédictions testées, a confirmer leur
implication dans ces fonctions ce qui valide natperoche prédictive. Néanmoins, les prédictions
sur I'implication d’'une protéine donnée dans unecfmn ne sont pas suffisantes pour déterminer
les mécanismes précis mis en jeu au niveau moiéguta pour proposer un modele pour intégrer
les différentes fonctions cellulaires affectées.

Pour PepF nous avons déduit des résultats expédemeu’elle participe dans la sécrétion de
protéines plus vraisemblablement comme signal gepteptidase (SPPase), fonction qui
correspond bien a son rang d’action sur les oligbges (entre 7 et 17 acides aminés, (Natdil,
1997)). En son absence et en conditions de surgtiodude protéines exportées, la translocation de
protéines est affectée. Les résultats obtenus fanispenser que le peptide signal n’est pas
efficacement dégradé. Il encombre possiblementdahinerie de sécrétion, phénomene qui avait
déja été observé ché&z coli (Chenet al, 1987; Wicknert al, 1987)in vitro. De la méme maniére
gue cheaB. subtilis(Bolhiuset al, 1999) et chezE. coli (Wickneret al, 1987) il est nécessaire de
surproduire des protéines sécrétées pour observbtogage de la sécrétion dans les mutants de
signal peptide peptidases SppA et OpdA respectimentgela est di principalement au fait que
d’autres peptidases peuvent prendre le relais ppdrolyser des peptides signaux libérés par les
SPases. OpdA ché&z coli, une protéine similaire a PepF a aussi été démitane participant a la
sécrétion, puisque son absence affecte la sécrdgiqgiusieurs protéines (Conkn al, 1992; Emr,
1982).

Néanmoins, nous ne savons pas comment se faibh@mement de la machinerie de sécrétion.
Une étude réalisé par Ahn et collaborateurs a rédogtre l'interaction du peptide signal des
protéines exportées avec SecA provoque une ougediiisa structure (Ahn & Kim, 1996). Il est
alors possible d’'imaginer qu'en cas de surprodactie protéines sécrétées, SecA est amené a
interagir plus que dans des conditions normales &% protéines possédant un peptide signal.
Dans ces conditions, les morceaux non dégradégplidp signal (en absence de PepF) pourraient
encombrer SecA et empécher le transfert de pratéiaes le canal de translocation SecYEG.

D’autres explications alternatives existent poupliggier les observations faites. Il est possible,
gu'en absence de PepF les deux types de protépesté&es (la protéine sécrétée NucB et la
liporptoéine OptA) soient dégradées, possiblemeantlg dérégulation d’'une protéase causée par
'absence d'un peptide produit par PepF. Commeaige ne serait pas produit en absence de
PepF, une cascade de régulation pourrait provoqgaede dérégulation et la dégradation des
protéines sécrétées. Une dérégulation de la spionlangendrée par I'absence de PepF avait été
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observée cheB. subtilis Néanmoins, cette explication est peu plausiblsque une protéase
capable de dégrader deux protéines si différentagrgit théoriquement dégrader également
d’autres protéines, ce qui provoquerait le dysfiomctement de plusieurs mécanismes dans la
bactérie et le mutapepFne présente aucune diminution de la viabilitéeniadcroissance.

Nous avons également observé une implication dg- Rgns le métabolisme du pyruvate,
'observation principale étant une diminution degaantité de lactate. La participation de PepF
dans ce métabolisme reste inexpliqué, mais il @ssiple que la modification du cycle du pyruvate,
notamment, la diminution en production de lactpateyoque indirectement un dysfonctionnement
de la machinerie de sécrétion par un possible nadtpTP. Cependant, le lactocoque est capable
de realiser une fermentation mixte. Il est capatdese procurer de 'ATP par d’autres voies,
notamment en produisant de I'acétate, qui est preduplus grande quantité dans la souche mutant
pepFNZ9000 déja en conditions normales (sans surptadud’une protéine sécrétée). De plus, la
croissance n'est pas affectée, comme cela a dé&jméntionné. Pour ces raisons nous favorisons
comme rble principal de PepF son implication dansécrétion via la dégradation de peptides
signaux avec un effet pléiotrope sur le métabolidmpyruvate.

Nous postulons que la réticulation plus forte depdaoi observée chez le mutgmepF, est le
résultat d’'une réponse au stress provoqué pareraies de PepF. Le renforcement de la paroi
cellulaire en réponse au stress osmotique et iomtniél a déja été observé chiezcasei (Piuri et

al., 2005) et. coli (Gyaneshwaet al, 2005) respectivement.

Nous n’avons pas observeé de difféerences morphalegigntre le mutapepFet la souche sauvage
lors de la division cellulaire comme cela aurait gtve attendu par des liens prédits avec des
protéines de la division cellulaire. Il est possible les différences ne soient pas visibles dags n
conditions d’expérience ou que simplement le liggdji avec la division soit incorrect. Néanmoins,
une implication de PepF dans la sporulation cBezsubtilisa été reportée par Kanamaru et
collaborateurs (Kanamaet al, 2002), puisque sa surproduction inhibe la sptiniaCompte tenu
gue plusieurs protéines de la sporulation partidgipeissi a la division cellulaire, un lien avedeet
fonction semble correct, mais n'a pas pu étre pkquar nos validations.

YvjB

Nous avons observé qu’YvjB est nécessaire a ldisat@n correcte et la maturation d’au moins
une lipoprotéine (OptA). Selon nos observationsBr@gt nécessaire pour que les lipoprotéines sur
lesquelles elle agit, atteignent I'enveloppe call@ et ensuite, pour qu’elles soient maturéedgar
SPase Il. Elle ne participe pas uniqguement au gfivaais aussi a la reconnaissance et a la mise en
place de la lipoprotéine, puisqu’en son absenae reést méme pas présente dans I'enveloppe.
Cette reconnaissance dépend de la nature du pegpiighel de la lipoprotéine. Seules les
lipoprotéines reconnues par YvjB sont affectéesa@nabsence (dans le mutant). De plus, YvjB est
nécessaire pour le clivage lui méme de ces lipépres. Nous n'avons pas pu mettre en évidence
précisément son action sur la lipoprotéine. Le dmi¢ YvjB ne prenne pas en charge toutes les
lipoprotéines, nous ameéne a nous interroger sxistence d’'une autre enzyme protéolytique ayant
le méme réle que YvjB qui prendrait en charge l#ses lipoprotéines. Cette protéine pourrait étre
YueF qui possede un domaine protéolytique et umsagtransmembranaire prédit. Néanmoins,
nous n'avons pas trouvé de caractéristiques comsnaune lipoprotéines, qui ne sont pas reconnues
par YvjB. Par contre, nous avons trouvé des caiatitfies communes dans la séquence des
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peptides signaux des lipoprotéines prises en chzag®'vjB, notamment une lysine et une leucine
en positions 6 et 9 du peptide signal, ainsi quagide aminé hydrophobe en postion -2 de la
lipobox, ce qui favoriserait le fait que les authg®protéines ne soient pas prises en charge par
aucune protéine. Les protéines appartenant a laéléa®2P, les homologues de YvjB, participent a
la protéolyse intermembranaire et pour une d’eelies, Eep dé&nterococcus faecalison action

sur le peptide signal d’'une lipoprotéine a été m@mtCependant, la conversion du peptide signal
est réalisée apreés la libération par la signaligape 1.

Egalement, comme pour le cas de PepF, il est gesgiimaginer que la disparition d’OptA de
I'enveloppe est due a une dégradation et que ksepo& de YvjB rend plus stable OptA face aux
possibles protéases. Néanmoins, deux argumentsavricontre de cette hypotheése. D’abord, le
fait qu’'un dérivé de la méme protéine, se différ@ntcuniquement au niveau du peptide signal de
YvdF, soit plus stable. Ensuite le fait qu'aucurezé¢ de dégradation de OptA n’ai été trouveé ni par
Western blot, ni par LC-MSMS. Il est aussi possipéOptA soit libérée dans le milieu extérieur a
cause d’'un défaut de maturation qui empécheraiafaschement a la membrane. Néanmoins, nous
n‘avons pas détecté la protéine dans le surnagiamulture lors de la phase exponantielle de
croissance.

Sécrétion et maturation des protéines chez Lactolactis

Les observations que nous avons faites sur PejljBtcomplétent les connaissances sur I'export
de protéines chek. lactis. Le plus probable est que PepF hydrolyse la péywrophile (N-
terminale) des peptides signaux d’au moins deugsyfe protéines exportés, les protéines sécrétées
possédant un peptide signal comme Usp45 et leprbpé&ines possédant un peptide signal comme
OptA. Il s’agit de la partie qui, de part sa nathyelrophile, regagne le cytoplasme (Tjalsetal,
2000) et serait donc accessible a PepF (localiaés k& cytoplasme). Compte tenu du fait que tous
les peptides signaux ont des caractéristiqgues ghisi similaires (von Heijne, 1989) et que la
spécificité de clivage de PepF est trés large (Mbanal, 1994) il est tout a fait possible que cette
enzyme soit chargée d’hydrolyser tous les pepsagsux des protéines exportées.

Concernant YvjB nous avons montré que sa présesic@éeessaire pour la localisation et la
maturation correcte de certaines lipoprotéinesuetlg reconnaissance de ces lipoprotéines dépend
de la nature du peptide signal. Compte tenu destaés des travaux réalisés sur Eep (’lhomologue
de YvjB) chezEnterococcus faecalifAn & Clewell, 2002; Anet al, 1999; Antiporta & Dunny,
2002; Buttaroet al, 2000) il est tres probable que YvjB agisse supdatie hydrophobe (C-
terminale) du peptide signal. Malgré un lien appaentre la participation de PepF et Yv|B sur les
peptides signaux de protéines exportées, nous msgpas prédit de liens entre ces deux protéines ni
entre PepF et la signal peptidase Il ou inverseraetie YvjB et la signal peptidase I. Néanmoins,
nous avons montré que l'absence de PepF affecte laport de lipoprotéines, puisque dans un
mutant PepF, la quantité de OptA diminue, lorsadsurproduction d’'une protéine sécrétée.

Ce que nous pouvons conclure est que I'action dag @grotéines est indépendante et que le point
de rencontre est la voie de translocation. D’aileles prédictions avaient mis en évidence des
liens de PepF et YvjB avec la voie de translocaBen (liens prédits entre PepF et SecA, et Yv|B et
SecY). Les connaissances sur les diverses voiedrahslocation chez le lactocoque sont
insuffisantes pour savoir si les différents typespiotéines exportées que nous avons analysées
passent par les mémes voies d’exportation. Néargnairia lumiére des connaissances actuelles
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nous pouvons imaginer que les deux types de pestiéassent par la voie de translocation Sec, la
voie encombrée par I'absence de PepF. Nos résoitatsrent que dans des conditions normales, en
absence de PepF, les lipoprotéines prises en cpargévjB ne sont pas affectées. Cependant, lors
de la surproduction de protéines sécrétées la ig@iatd lipoprotéines prises en charge par YvjB

diminue dans I'enveloppe, montrant que les deurgyge protéines passent par la méme voie de

translocation. Les résultats des nos observatiomsrésumés en Figure 8-1.
paroi

é membrane
SecA

Cllvage =EXPOrt___________Reconnaissance cytoplasme
A A v v Non prises
\ ¥ 4 ot . en charge
Prises en par YVjB
PepF charge par
Hydrolyse YvjB
peptide signal
Protéines T
sécrétées Lipoprotéines
\ ; /

ARN messager

Polypeptide sortant

Figure 8-1 : Modéle global de I'export de protéines qui résumedle de PepF et YvjB. PepF participe dans |'eder
protéines comme signal peptide peptidase. YvjB tigpe a la reconnaissance et maturation de lipépres de
peptides signaux hydrophobes, de grande taillegpiiennent le motif KXXL en position 6 et 9 du pidp signal. Les
étapes sont 1) La reconnaissance ; cette étapte exigquement pour les protéines prise en chargeYpiB, 2)
L'export, 3) Le clivage du peptide signal, 4) L’lrptlyse du peptide signal.

L’approche que nous avons utilisée a été trésagffiour la détermination des liens entre PepF et
YvjB et d’autres protéines, parce que les prédigtimous ont permis d’établir des hypothéses

biologiques qui nous ont bien guidés dans nos &giérimentaux. Les connaissances chez d’autres
organismes sur les homologues de ces protéines, qaie des expeériences qui n'auraient pas été
guidées par les prédictions auraient peut étretabaxn mémes résultats. Cependant, la découverte
des rles pléiotropes aurait été tres difficileegemps et le colt investi auraient été plus &eve

CAAX

Nous avons concentré nos efforts sur la validaggpérimentale des liens prédits pour PepF et
YvjB, néanmoins, des liens ont été prédits égalénpemur la prényl-peptidase CAAX. Cette
protéine présente plusieurs particularités. Toabdid nous avons constaté la présence de plusieurs
copies plus ou moins similaires dans le génomie. dactis 1L1403 et un I'indice CAl pour le géne
difféere de la moyenne chez cette bactérie (résuftedliminaires présentés dans la section de revue
bibliographique). Quant aux liens prédits nous tatoss des liens avec un grand nombre protéines
de prophages. Ensuite, le voisinage des genes tcpdan les differentes copies de la prényl-
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peptidase CAAX sont tres variables et souvent eatde transposons chez le lactocoque, mais
aussi chez d’autres organismes. Ces résultatsuiedicqgue CAAX est probablement acquise par

transferts horizontaux. Si nous avions une hypetlgEetester ce serait la participation de CAAX a

I'acquisition d’ADN étranger issu d’un transfertrimontal.

Analyse de sensibilité

Le fait que l'analyse statistique ait été realisdec une grande quantité de données post-
génomiques nous amene a nous poser la questioimpmrtance de chacune de ces données.
L’analyse de sensibilité réalisée a la fin de ewdi nous a permis de retrouver un sous-ensemble
de données important pour la prédiction des liensedprotéine cible donnée. Le fait de connaitre
'apport de chaque variable est utile pour I'int&tption biologique des prédictions. L'analyse de
sensibilité nous semble une démarche intéressameiginale pour déterminer I'importance de
données d’entrée. Nous l'avons réalisée sur unecsale données, conditionnellement a I'autre
source de données. Néanmoins, il aurait été pesdibhe part de perturber plus d’'une source de
données en méme temps. Cela aurait été possibteodifiant le plan d’expériences. De la méme
maniére nous aurions pu étudier l'influence deseausources de données, par exemple du graphe
des voies métaboliques, en enlevant certainesipestéde I'ensemble d’apprentissage.

O Conclusions

» L’inférence statistique de liens entre protéinesgmalyse de corrélation canonique batie sur
des noyaux (KCCA) est utile pour émettre des hygsab biologiques sur le rdle de
protéines et guider les validations expérimentdéesdles prédits.

» Le réle principal plus probable de I'endopeptidBepF chez.. lactisest la dégradation des
peptides signaux des protéines sécrétées.

» PepF posséde des roles pléiotropes ; elle estjuf@idans la synthése du peptidoglycane et
le métabolisme du pyruvate.

* YvjB participe dans la mise en place de certaiipsplotéines chek. lactis et sa présence
est nécessaire pour la maturation de ces lipopegei

* L’'analyse de sensibilité permet de définir I'im@orte des données utilisées pour
linférence statistique et d’établir des sous-ersdesmde données qui prédisent les mémes
liens entre protéines. Cela peut aider a la fortiariad’hypothéses biologiques d’'une parte
et inviter a la vérification de la qualité des déaes, d’autre part.

« D'une maniére générale cette étude confirme [I'&ttéd’'un travail commun et
complémentaire entre biologistes et mathématiciens.

10 Perspectives

Ce travail ouvre des perspectives en relation &udérence statistique du role des protéines et
avec le role des protéines en soi.

Les résultats de la méthode KCCA ont permis |'otibende distances entre toutes les protéines de
L. lactis IL1403. Des prédictions de liens sont alors displ@si pour toutes ces protéines. La
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premiere perspective de ce travail est alors daneplces données existantes pour proposer des
hypothéses biologiques et les valider expérimemtei.

Compte tenu du fait que les prédictions obtenuas stisfaisantes et que la flexibilité de la KCCA
permet l'utilisation de plusieurs types de donnédls,devrait étre étendue chez le méme organisme
modeéle pour d'autres types de données comme lesaissances sur les régulons, les motifs
conserves de protéines, données d’interaction ghgsentre protéines, etc., mais surtout a d’autres
organismes. Pour cela il faudrait automatiser taupération, construire et mettre en forme des
données et développer de nouveaux noyaux si deelesi\sources de données étaient utilisées.
Actuellement un CDD a été recruté a MIA pour auttigea I'outil et étendre son utilisation a
Bacillus subtilis.

Maintenant que d’autres méthodes d’inférence de d# protéines, comparables a la KCCA,
existent (Aertset al, 2006; Bleakleyet al, 2007; De Bieet al, 2007; Werhli & Husmeier, 2007), il
serait intéressant de comparer les prédictionsedame@thodes concernant nos deux protéines cibles
PepF et Yv|B.

Ce travail conduit a des avancées dans les coanaiss sur PepF et YvjB chez le lactocoque. Les
mécanismes précis restent a déterminer. Pour ledeaBepF, son mode de participation a la

synthése du peptidoglycane et au métabolisme duvatig reste a établir. Des analyses plus

précises sur la composition de la paroi et les boditas produits a chaque étape du métabolisme du
pyruvate pourraient nous €clairer sur ces mécamgisme

De la méme maniére nous ne connaissons pas le iseaexact par lequel YvjB agit sur les
lipoprotéines qu’elle pend en charge. Il paraifidié de reproduire la réaction entre YvjB et les
lipoprotéinesn vitro, parce que YvjB est une protéine membranaire inissagt fortement avec la
signal peptidase Il. Un autre moyen de comprendrenécanisme d’action d'YvjB serai de
caractériser les fragments libérés ce qui n’estspaple non plus du fait de leur petite taille erl
nature hydrophobe.
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12 Présentations du travail
12.1 Présentations orales

1) Journée du groupe SSB (Statistics for Biosysteimkogy), Juin 2008, Jouy en Josas.
Détermination du rble de certaines peptidases beotes par inférence a partir de données
hétérogenes et incompletédiana Lopez, Véronique Monnet, Alain Trubuil

2) Séminaire du LBBE (Laboratoire de Biométrie &il@gie Evolutive), Mai 2008, Lyon.
Détermination du rble de certaines peptidases bewtes par inférence a partir de données
hétérogenes et incompletédiana Lopez, Véronique Monnet, Alain Trubuil

3) 15™ colloque des Bactéries Lactiques, Rennes, Nove2{(§@.
Détermination du réle de la peptidase bactérierap-R.iliana Lopez, Alain Trubuil, Véronique
Monnet. Actes.

4) Journée MICALIS, Cellules en tant que systenaplre 2007, Jouy en Josas.
Détermination du réle de la peptidase bactérierep-R.iliana Lopez, Alain Trubuil, Véronique
Monnet.

5) Tri-Partite Meeting, MIA(INRA)-BIOSS-Biometriguin 2007, Wageningen.
Determination of the role of a bacterial proteinngsa kernel method and further experimental
validation.Liliana Lopez, Alain Trubuil, Véronique Monnet.

6) Journées de I'école doctorale ABIES, Mars 200Gfi|s.
Détermination du role de la peptidase bactérierep-Par inférence statistigugliana Lopez,
Alain Trubuil, Véronique Monnet.

12.2 Posters

1) LAB9, Septembre 2008, Egmond aan Zee.
Role of bacterial peptidases inferred by statisacalysis and further experimental validation
Lopez L., Trubuil A., Guillot A., Pechoux C., Monnd V.

2) JOBIM (Journées Ouvertes de Biologie, Informagigt Mathématique), Juin 2008, Lille.
Finding important data subsets for kernel-basetebat Liliana Lopez, Alain Trubuil,
Véronigque Monnet. Actes.

1) JOBIM (Journées Ouvertes de Biologie, Informaigt Mathématique), Juillet 2007, Marseille.
Determination of the role of certain bacterial p@égses by inference from heterogeneous and
incomplete dataliliana Lopez, Alain Trubuil, Véronique Monnet. Actes.

2) IPG (Integrative Post-Genomics): Internationallfidisciplinary Meeting on Post-Genomics,
Novembre 2006, Lyon.

Determination of the role of certain bacterial peégses by inference from heterogeneous and
incomplete datd.iliana Lopez, Alain Trubuil, Véronique Monnet.
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3) 4emes Rencontres des Microbiologistes INRA. Qany Juin 2006.
Détermination du rble de certaines peptidases beotes par inférence a partir de données
hétérogénes et incompletédiana Lopez, Véronique Monnet, Alain Trubuil

4) 1£™ colloque des Bactéries Lactiques, Paris, Mai 2006.
Détermination du role régulateur de certaines paptis bactériennes par inférence a partir de don-
nées hétérogenes et incomplétéana Lopez, Véronique Monnet, Alain Trubuil. Actes.
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13 Annexes

13.1 Liens prédits par KCCA

13.1.1PepF, données supplémentaires article |

Supplementary data
gene function K2K3K4 | K2K3K4K5 | distances | shared relationsh. with PepF on the network*
sipL signal peptidase | 1 1 1.77* rpiA, pyrC,glyA,yihF
yibC hypothetical protein (sulfatase domain) 1 1 1.78** glyA, yihF,pyrC, gIK, rpiA
yufA hypothetical protein 1 1 2.08** rpiA
ycgG oxidoreductase 1 1 2.10** glyA, pyrC, glK
ysgC | hypothetical protein (polysaccharide synthetase |1 1 2.11%
domain) glyA, pyrC, gimy, glK

yfiE flavodoxin 1 1 2.11% pyrC,glmu

ditb D-alanine transfer protein DItD 1 1 2.13* glyA, pyrC, gimu, gIK
ftsA cell division protein FtsA 1 1 2.18* glyA, pyrC, gimu

glK glucose kinase 1 1 2.18**
bmpA basic membrane protein A 1 1 2.20%* glyA, VjhF, pyrC, gimu, gIK
pknB serine/threonine protein kinase 1 1 2.22%* pyrC,gimu

ylcC similar to sortase 1 1 2.24%* glyA,pyrC

ydbF putative transcription regulator 1 1 2.24%* glyA, pyrC, gimu, gIK
yiaC hypothetical protein (membrane domain) 1 1 2.24%*

glyA, yjhF, pyrC, glK
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exoA exodeoxyribonuclease A 1 1 2.24%* glyA, yihF, rpiA
yudL | hypothetical protein (ABC transp. permease do- |1 1 2.25%
main) pyrC,gimu
yiiB hypothetical protein (methyltransferase domain) | 1 1 2.25% pyrC.gimu
recN DNA repair protein RecN 1 1 2.26** glyA, yihF, gIK, rpiA
ftsw cell division protein FtsW 1 1 2.28** glyA, pyrC, glmu
pfs 5'methylthioadenosine/S-adenosylhomocyseine |1 1 2.29%*
nucl. glyA, yjhF, glK, rpiA
infB translation initiation factor IF-2 1 1 2.30%* glyA
yeeG transcription regulator 1 1 2.31*
ylfD putative autolytic lysozyme 1 1 2.33** yihF.gIK
secA preprotein translocase SecA subunit 1 1 2.34**
pepM methionine aminopeptidase 1 1 2.36%* glyA, pyrC, gimu, glIK
nagB glucosamine 6 P isomerase 1 1 2.37* glyA,pyrC
yifl unknown protein 1 1 2.40%* murE, rpiA
uvrB excinuclease ABC subunit B 1 1 2.41% pyrC.gimu
mtsA manganese ABC transporter substrate binding |1 1 2.42%*
protein
plpD outer membrane lipoprotein precursor 1 1 2.42% glyA, murE, rpiA
nifZ pyridoxal-phosphate dependent aminotransfe- |1 1 2.44%*
rase pyrC,gimU
snf SWI/SNF family helicase 1 1 2.45% glyA, yihF, gIK, rpiA
ykiC hypothetical protein (methyltransferase domain) | 1 1 2.47*
yeeF hypothetical protein (acetyltransferase domain) |1 1 2.49%* pyrC, aldB, gimu
ywdF PDZ domain-containing protein 1 1 2.51* pyrC,glmu
ybiE oxidoreductase 1 1 2.53**
yieH hypothetical protein 1 1 2.54**
gyrB DNA gyrase subunit B 1 1 2.54%** pyrC, gimu, glK
pyrP uracil permease 1 2.57*
ygjB hypothetical protein (stress response domain) |1 1 2.58**
ftsK cell division protein FtsK 1 1 2.59%* pyrC.gimu
kinC sensor protein kinase 1 1 2.60** pyrC,glmu
rgrB GntR family transcriptional regulator 1 1 2.62**

glyA, pyrC, gimu
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yjbC hypothetical protein (hydrolase HAD domain) |1 1 2.62**

yngG sugar ABC transporter permease protein 1 1 2.63*

sunL rRNA methylase 1 1 2.64**

htrA exported serine protease 1 1 2.64**

yudJ | hypothetical protein (ABC transporter permease | 1 1 2.64**

domain)

comFA competence protein ComFA 1 1 2.64** pyrC,gimu
gimuU glucosamine-1-phosphate N-acetyltransferase |1 1 2.03**

glyA serine, glycine hydroxymethyltransferase 1 1 2.13*

yjhF Phosphoglycerate mutase 1 1 2.26**

pyrC dihydroorotase 1 1 2.37* aldB, pyk
argS Argynil tRNA synthetase 1 2.48**

hasC UTP-glucose-1-Phosphate uridylyltransferase |1 1 2.50%*

atpD ATP synthetase 1 1 2.54%*

murE UDP-MurNAc-tripeptide synthetase 1 1 2.57* murB, rpiA, deoB
murB UDP-N-Acetylenolpyruvoylglucosamine reduc- |1 1 2.57*

tase murE, rpiA, deoB

rpiA Ribose-5-Phosphate isomerase 1 1 2.58** murB, murE, glyA, pyrC
holB DNA polymerase 1 1 2.61*

aldB alpha-acetolactate decarboxylase 1 1 2.62** pyrC, yihF, pyk, rpiA

pyk pyruvate kinase 1 1 2.63** pyrC, yihF,
deoB phosphopentomutase 1 1 2.65%* murB, murE
malE Maltose ABC transporter 1 2.28 +

dfpB Hypotetical protein 1 2.34 +

arsC Arsenate reductase 1 2.62 +

ftsQ Cell division protein 1 2.62 +

**distances given for the results with K2K3K4.
+ distances obtained with K2K3K4K5

*Shared predicted relationships on the known proteetabolic network (data used for training) sttbeg the relationships found between two
genes belonging to the candidate data set. Takiagbservation into account can help to avoid mgknistakes in the case where small
distances calculated between genes could havediaimed simply due to the two genes having snmailaities to all genes rather than
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reflecting any real small distance between them.

Cross-validation

combination eatures  JRBFK3 dRBFK4 dRBF2K5 delta diffusion constant
K2 50 / / / 0.001 0.1
K3 50 0.0005 / / 0.001 0.1
K4 50 / 0.011 / 0.001 0.1
K2K3 50 0.0005 / / 0.001 0.06
K3K4 50 0.0005 0.001 / 0.001 0.05
K2K4 50 / 0.001 / 0.001 0.01
K2K3K4 50 0.0005 0.001 / 0.001 0.01
K5 50 / / 0.55 0.001 0.01
K4K5 50 / 0.001 0.55 0.001 0.01
K2K3K4K5 50 0.0005 0.001 0.55 0.001 0.01
tested values 10:100 by 0.0005:0.005 by 0.001:0.1 by 0.05:0.55 by 0.001:0.01 by 0.001 0.01:0.1 by 0.01
10 0.0505 0.0101 0.25
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13.1.2YvjB ou Eep

position | distance| gene fonction de la protéine
1 1.1438 ffn | signal recognition particle proteitn Ff
2 1.1984 | yhhG| hypothetical protein
3 1.2474 | yuaA| putative CMP-binding factor
4 1.2947 | yIxQ | hypothetical protein
5 1.3231 prfA | peptide chain release factor RF-1
6 1.3584 yccl | hypothetical protein
7 1.3663 gidA | glucose inhibited division proteind@i
8 1.3778 | nusG| transcription antitermination protein
9 1.4027 | yhhC| hypothetical protein
10 1.5610 rplE | 50S ribosomal protein L5
11 1.6201 | glmS| glucosamine--fructose-6-phosphaia@mnsferase
12 1.6762 fusA| elongation factor EF-G
13 1.6968 rheB| ATP-dependent RNA helicase
14 1.6970 ftsY | cell division protein FtsY
15 1.7141 | prmA| ribosomal protein L11 methyltranager
16 1.7232 rnc | ribonuclease Il
17 1.7236 rbfA | ribosome-binding factor A
18 1.7553 rheA| ATP-dependent RNA helicase
19 1.7758 rpll | 50S ribosomal protein L9
20 1.7865 yueF| putative protease
21 1.8190 rplL | 50S ribosomal protein L7/L12
22 1.8576 ftsH | cell division protein FtsH
23 1.8801 gidB | glucose-inhibited division proteilB
24 1.8889 sunL| rRNA methylase; KO3500 Sun protein
25 1.9179 cdsa| phosphatidate cytidylyltransfer@bgcerophospholipid metabolism
26 1.9419 ecsA| ABC transporter ATP binding protein
27 1.9446 | rnhB/| ribonuclease Hll
28 1.9488 | yedA| hypothetical protein
29 1.9608 IspA | lipoprotein signal peptidase
30 1.9687 yljl | permease
31 1.9718 yfiD | tRNA/FRNA methyltransferase
32 1.9956 rpld | 50S ribosomal protein L10
33 1.9960 uppS| undecaprenyl pyrophosphate synthetas
34 2.0012 | rimM| 16S rRNA processing protein
35 2.0062 yjal | unknown protein
36 2.0211 | fhuD| ferrichrome ABC transporter substtzihding protein
37 2.0320 ftsQ | cell division protein FtsQ
38 2.0541 secY| preprotein translocase SecY subunit
39 2.0691 ysfB | ABC transporter ATP-binding protein
40 2.0711 rpIM | 50S ribosomal protein L13
41 2.0983 rgrB | GntR family transcriptional regulato
42 2.1076 recJ| single-stranded DNA specific exorasd
43 2.1347 ecsB| ABC transporter permease protein
44 2.1382 | yhbE| unknown protein
45 2.1521 | obgL| GTP-binding protein Obg
46 2.1554 infC | translation initiation factor IF-3
47 2.1581 clpC| ATP-dependent protease ATP-binditysit
48 2.1645 priA | primosomal protein N'(replicatiorctiar Y) (superfamily Il helicase)
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49 2.1684 prfB | peptide chain release factor RF-2

50 2.1739 yjaD | transcription regulator

51 2.1808 acpS| holo-[acyl-carrier protein] synthase
52 2.1942 | yccE| unknown protein

53 2.1982 rpsJ| 30S ribosomal protein S10

54 2.2000 | yfdB| hypothetical protein

55 2.2071 | yacB| hypothetical protein

56 2.2327 lgt | prolipoprotein diacylglycerol transise
57 2.2361 pheS| phenylalanyl-tRNA synthetase alblaénc
58 2.2916 tig | trigger factor

59 2.3031 apt | adenine phosphoribosyltransferag@édmetabolism
60 2.3040 rplB | 50S ribosomal protein L2;

61 2.3052 | yccL| hypothetical protein

62 2.3097 gatB| Glu-tRNA amidotransferase subunit B
63 2.3139 | dnaA| replication initiation protein DnaA

64 2.3337 clpX | ATP dependent Clp protease

65 2.3410 xpt | xanthine phosphoribosyltransferase
66 2.3439 | ywdG| hypothetical protein

67 2.3593 | yebE| hypothetical protein

68 2.3626 ydgl | hypothetical protein

69 2.3830 ptpL | protein-tyrosine phosphatase

70 2.4024 | yhfD| hypothetical protein

71 2.4035 | yqdA| hypothetical protein

72 2.4313 | ygcC| oxidoreductase

73 2.4409 | yofM| hypothetical protein

74 2.4453 | ksgA| dimethyladenosine transferase

75 2.4502 | ybaF| hypothetical protein

76 2.4577 lysS| lysyl-tRNA synthetase

77 2.4626 ezrA| cell division regulator

78 2.5570 | smpB tmRNA-binding protein SmpB

13.1.3Prénilpeptidase CAAX

position distance gene fonction de la protéine
1 1.0449 yoic | unknown, pas de domaines connus
2 1.148 pi345| prophage
3 1.282 ps301| prophage
4 1.3589 yhge | unknown
5 1.3728 ps351| prophage
6 1.4172 cbr | carbonyl reductase
7 1.4624 ykbc | hypotetical
8 1.4991 yveb | unknown
9 1.5044 pil08| prophage
10 1.5097 ysca | unknown
11 1.5427 yheg| hypotetical
12 1.5498 ywdd | unknown
13 1.5539 yphk | unknown protein
14 1.5709 yoia | hypotetical
15 1.5785 ymdc| kanamycin kinase
16 1.603 pi251| prophage
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17 1.612 yfic | unknown

18 1.6125 ycdf | transcription regulator
19 1.62 yree | unknown

20 1.629 ytiF | unknown

21 1.6297 ygbk | unknown

22 1.6329 yhgd | unknown

23 1.6333 yted | transmembrane efflux protein
24 1.6395 yxde | oxidoreductase

25 1.64 yvaD | unknown

26 1.6435 yldB | hypotetical

27 1.6509 rmaH| transcription regulator
28 1.652 yphc | oxidoreductase

29 1.6645 pil44| prophage

30 1.6757 rmeC| transcription regulator
31 1.6761 yihD | unknown

32 1.6813 yafe | hypotetical

33 1.6895 ycge | hypotetical

34 1.6931 ycfH | hypotetical

35 1.6985 yogl | hypotetical

36 1.7018 ytgD | unknown

37 1.7023 ywfh | unknown

38 1.715 yqia multidrug transporter
39 1.7241 pi357| prophage

40 1.7305 pi349| prophage

41 1.7365 yudF | unknown

42 1.7439 yxba | hypotetical

43 1.744 yfbi | unknown

44 1.7486 ypac | hypotetical

45 1.7553 yrbb | hypotetical

46 1.7581 yhcb | unknown

47 1.7644 yfcc | hypotetical

48 1.7685 yxdd | transcription regulator
49 1.7783 yfiG | transcription regulator
50 1.7797 ps215/ prophage

51 1.7811 ymgc| hypotetical

52 1.7813 ycecb | unknown

53 1.7942 ypgb | oxidoreductase

54 1.7991 pi202| prophage

55 1.8147 yjjd | ABC transporter permease protein;
56 1.8197 yejD | unknown

57 1.8224 yndd | unknown

58 1.8226 yndc | unknown

59 1.8229 tra905| transposase of IS905
60 1.8257 yijh | unknown

61 1.8295 yfgh | hypotetical

62 1.8326 ygig | hypotetical

63 1.8361 yoaH | hypothetical protein
64 1.8364 yhcg | hypotetical

65 1.8398 yoib | unknown

66 1.8401 ypcc | unknown

67 1.8434 pi322| prophage
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68 1.8469 ylef | unknown

69 1.8535 yhbf | hypotetical

70 1.8592 pi327| prophage

71 1.8616 pi201| prophage

72 1.862 ybdk | hypotetical

73 1.8632 ycgl | hypotetical

74 1.8679 yseh | unknown

75 1.8685 rara | transcription regulator

76 1.8707 ynii | hypotetical

77 1.8707 ygeh| unknown

78 1.8736 ykhk | unknown

79 1.8749 ybdJ | hypotetical

80 1.878 yica | unknown

81 1.8789 yneg| unknown

82 1.8825 yigb | hypotetical

83 1.8836 yliB | hypotetical

84 1.8884 tra981 transposase of 1IS981

85 1.8885 ynef | unknown

86 1.8891 pi229| prophage

87 1.89 pi347 | prophage

88 1.8913 ygih | hypotetical

89 1.8967 ymjE | glycosyl transferase

90 1.8991 ybeH | hypotetical

13.1.4CodY

position distances gene fontion de la protéine
1 1.21 guaB inositol-5-monophosphate dehydrogenase
2 1.28 ctsR CtsR
3 1.56 yugD protease
4 1.76 rplC 50S ribosomal protein L3
5 1.80 hprT hypoxanthine-guanine phosphoribosydienase
6 1.80 ybiD hypothetical protein L184159
7 1.85 VijA hypothetical protein L190464
8 1.89 yriA hypothetical protein L165684
9 1.92 ykjA hypothetical protein L90693
10 1.94 rplF 50S ribosomal protein L6
11 2.06 rplB 50S ribosomal protein L2
12 2.08 yheA hypothetical protein L140288
13 2.12 greA transcription elongation factor
14 2.19 fabz1 hydroxymyristoyl-acyl carrier proteiehydratase
15 2.20 ytgF hypothetical protein L150593
16 2.27 ahrC transcription regulator
17 2.28 ycckF hypothetical protein L26054
18 2.35 rplK 50S ribosomal protein L11
19 2.41 yeiF hypothetical protein L86338
20 2.43 ybjK hypothetical protein L195257
21 2.48 nifu NifUu

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech

165




Détermination du réle de peptidases bactériennes/8Annexes

22 2.52 pyrH UMP-kinase
23 2.53 dnaA chromosomal replication initiationtefo
24 2.54 yahG ABC transporter ATP binding protein
25 2.55 rpIN 50S ribosomal protein L14
26 2.56 yhhG hypothetical protein L175136
27 2.60 clpX ATP-dependent protease ATP-bindingusitb
28 2.62 hpt hypoxantine-guanine phosphorybosylfemase
29 2.63 accC acetyl-CoA carboxylase biotin carbasglsubunit
30 2.66 rplE 50S ribosomal protein L5
31 2.70 ygdA hypothetical protein L32389
32 2.71 dfpA phosphopantothenoylcysteine decarlaseyl
33 2.73 ybeB hypothetical protein L141748
34 2.76 upp uracil phosphoribosyltransferase
35 2.77 tuf elongation factor Tu
36 2.78 tig trigger factor
37 2.79 tgt gueuine tRNA-ribosyltransferase
38 2.79 ytfB hypothetical protein L133761
39 2.81 yacB hypothetical protein L1001
40 2.82 IpIL lipoate-protein ligase
41 2.82 zitP zinc ABC transporter permease protein
42 2.88 lIrD two-component system regulator
43 291 yxfC hypothetical protein L142355
44 2.94 hflX HflX
45 2.95 rplA 50S ribosomal protein L1
46 2.95 yuhB protease
a7 2.96 yofM hypothetical protein L57401
48 2.98 fusA elongation factor G
49 2.98 yueE putative protease
50 3.02 zitQ zinc ABC transporter ATP binding piote
51 3.03 dnak molecular chaperone DnaK
52 3.06 frr ribosome recycling factor
53 3.07 yiiG hypothetical protein L196206
54 3.10 nusG transcription antitermination proteirsG
55 3.13 uvrC excinuclease ABC subunit C
56 3.13 gnR glutamine synthetase repressor
57 3.15 yhfD hypothetical protein L155396
58 3.15 infC translation initiation factor IF-3
59 3.15 ysxL GTPase EngB
60 3.17 rbgA ribosomal biogenesis GTPase
61 3.19 lIrC two-component system regulator
62 3.19 fur ferric uptake regulator
63 3.20 cysK cysteine synthase
64 3.20 ynaE hypothetical protein L106755
65 3.23 ygiB hypothetical protein L92295
13.1.5PepN
position distances géne fonction de la protéine
1 1.05 yeeG transcription regulator
2 1.52 htrA exported serine protease
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3 1.69 ygbD hypothetical protein L15964

4 1.82 gyrA DNA gyrase subunit A

5 1.96 yshB hypothetical protein L61866

6 2.03 rmiB dTDP-glucose 4,6-dehydratase
7 2.05 pmpA maturation protein

8 2.18 pepDB | dipeptidase

9 2.21 fhuR fhu operon transcription regulator
10 2.22 trpS tryptophanyl-tRNA synthetase Il
11 2.23 yieH hypothetical protein L48341

12 2.26 yacG hypothetical protein L22496

13 2.26 yhbF hypothetical protein L115789
14 2.27 pydA dihydroorotate dehydrogenase 1A
15 2.32 pepC aminopeptidase C

16 2.53 yedE hypothetical protein L37338

17 2.55 parC DNA topoisomerase IV subunit A
18 2.62 dfrA dihydropholate reductase

19 2.63 yacC hypothetical protein L21634

20 2.64 ytcE hypothetical protein L112263
21 2.69 pbp2A penicillin-binding protein 2a

22 2.72 rgpA rhamnosyltransferase

23 2.74 yriG hypothetical protein L179243
24 2.77 ylfF hypothetical protein L155662

25 2.85 ybgB hypothetical protein L160937
26 2.86 ybaA hypothetical protein L101209
27 2.88 noxE NADH oxidase

28 2.88 yxdB hypothetical protein L117205
29 2.89 pbpl1B penicillin-binding protein 1B

30 2.92 xylH 4-oxalocrotonate tautomerase
31 2.93 atpH ATP synthase delta subunit

32 2.96 groEL chaperonin GroEL

33 2.96 ps123 integrase

34 2.99 ygbE hypothetical protein L16806

35 3.00 recA recombinase A

36 3.01 ymg| hypothetical protein L66407

37 3.04 pbpX penicillin-binding protein

38 3.06 ybjB hypothetical protein L196216
39 3.07 ysiA transport protein

40 3.07 rmIC dTDP-L-rhamnose synthase

41 3.10 yliE hypothetical protein L184675
42 3.12 yeiE hypothetical protein L85854

43 3.14 ygal hypothetical protein L6768

44 3.14 xerS site-specific tyrosine recombinaseSXer
45 3.19 comGD | ComGD

46 3.19 pepDA | dipeptidase

47 3.19 wvil hypothetical protein L169106

48 3.21 ytgA hypothetical protein L143459
49 3.24 yliF hypothetical protein L184880
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13.1.6AtpA
position | distance gene fonction de la protéine

1 1.37 dnak. DNA polymerase Ill DnaE
2 1.40 secA. preprotein translocase subunit SecA
3 1.41 atpD ATP synthase alpha subunit
4 1.58 pheT. phenylalanyl-tRNA synthetase sublogii
5 1.63 glmS glucosamine--fructose-6-phosphate atnzsinsferase
6 1.69 nifS. pyridoxal-phosphate dependent amamstierase
7 1.76 ycjB. hypothetical protein L91807
8 1.77 dnaN. DNA polymerase Il subunit beta
9 1.78 priA. primosome assembly protein PriA
10 1.79 dnaD. DnaD
11 1.81 gimu glucosamine-1-phosphate N-acetylfeainse
12 1.83 atpE ATP synthase epsilon subunit
13 1.87 yccG. hypothetical protein L26400
14 1.97 yheB. hypothetical protein L141547
15 2.00 dnaJ. DnaJ
16 2.05 nifZ. pyridoxal-phosphate dependent amamstferase
17 2.07 atpF ATP synthase subunit b
18 2.08 recD. exodeoxyribonuclease V alpha chain
19 2.09 priB. peptide chain release factor 2
20 2.13 mutS or hexA. MutS
21 2.17 yrgF. hypothetical protein L148945
22 2.26 ykiC. hypothetical protein L84257
23 2.27 rnpA. ribonuclease P
24 2.28 rnz or ygcA. ribonuclease Z
25 2.33 trmE or thdF. tRNA modification GTPase Em
26 2.34 ftsk. FtsK
27 2.35 clpC. ATP-dependent protease ATP-binditmysit
28 2.36 ruvA. Holliday junction DNA helicase mofmrotein
29 2.40 ruvB. Holliday junction DNA helicase B
30 2.43 yqeL. GTP-binding protein
31 2.43 ygiK. hypothetical protein L87336
32 2.45 YUJA. hypothetical protein L74738
33 2.46 trxB1. thioredoxin reductase
34 2.47 YjbE. general stress protein GSP13
35 2.51 yudL. hypothetical protein L22691
36 2.51 VfiE. flavodoxin
37 2.51 ykaC. hypothetical protein L5517
38 2.52 ysSiG. hypothetical protein L1889726
39 2.52 lacR. lactose transport regulator
40 2.53 yuhl. hypothetical protein L60959
41 2.54 ftsY. FtsY
42 2.55 uvrB. excinuclease ABC subunit B
43 2.56 zitQ. zinc ABC transporter ATP binding teio
44 2.57 rheB. ATP-dependent RNA helicase
45 2.58 yrjA. hypothetical protein L173313
46 2.58 yqjB. hypothetical protein L93855
47 2.59 radA. DNA repair protein RadA
48 2.60 dacB. D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
49 2.61 Xpt. exodeoxyribonuclease VI large subuni
50 2.64 ylfH. N-acetylglucosamine catabolic protei
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51 2.64 ftsQ. FtsQ

52 2.64 rimM. 16S rRNA-processing protein

53 2.66 gcp. O-sialoglycoprotein endopeptidase
54 2.66 def. peptide deformylase

55 2.68 ywgA or recX. recombination regulator RecX
56 2.69 yciD. hypothetical protein L86677

57 2.71 yseF. hypothetical protein L29491

58 2.71 yIxQ. hypothetical protein L175450

59 2.72 polC. DNA polymerase Il PolC

60 2.76 yqdA. hypothetical protein L39365

61 2.78 aroC. chorismate synthase

62 2.79 cysM. cysteine synthase

63 2.79 ylgC. hypothetical protein L161988

64 2.81 yraE. hypothetical protein L106425

65 2.81 ftsZ. cell division protein FtsZ

66 2.82 engC or yuaD. ribosome-associated GTPase
67 2.82 ptpL. tyrosine phosphatase

68 2.82 IspA. lipoprotein signal peptidase

69 2.83 yjaD. transcription regulator

70 2.83 yqacC. hypothetical protein L4747

71 2.84 hslO or yudG. Hsp33-like chaperonin

72 2.85 smc. chromosome segregation SMC protein
73 2.86 yraC. DNA polymerase Il subunit delta
74 2.87 rgrB. GntR family transcription regulator
75 2.87 yogG or cfa. hypothetical protein L65498

76 2.88 ykiG. hypothetical protein L87113

77 2.88 prfA. peptide chain release factor 1

78 2.88 yudK. hypothetical protein L21717

79 2.89 purM. phosphoribosylaminoimidazole syrdket
80 2.89 yfdE. hypothetical protein L133367

81 2.89 ybbE. hypothetical protein L114325

82 2.91 comGA. ComGA

83 291 YQJE. hypothetical protein L100263

84 291 mutY. A/G-specific adenine glycosylase
85 2.92 sunL. rRNA methylase

86 2.94 yofM. hypothetical protein L57401

87 2.95 ywdF. hypothetical protein L20937

88 2.96 yuaA. hypothetical protein L184033

89 2.97 trxH. thioredoxin H-type

90 2.99 pcrA. ATP-dependent helicase PcrA
91 2.99 ybiE. oxidoreductase

92 2.99 kinC. sensor protein kinase

93 3.01 rpll. 50S ribosomal protein L9

94 3.01 ecsB. ABC transporter permease protein
95 3.01 ysjC. hypothetical protein L76216

96 3.02 ygiD. 4-alpha-glucanotransferase

97 3.05 yfcl. hypothetical protein L128550

98 3.06 smpB. SsrA-binding protein

99 3.06 gltX. glutamyl-tRNA synthetase

100 3.07 ffh. signal recognition particle protein
101 3.08 yeaA. hypothetical protein L582

102 3.09 pknB. serine/threonine protein kinase
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103 3.10 ylcC. hypothetical protein L125196
104 3.11 kinD. sensor protein kinase
105 3.13 cshA. recombination factor protein RarA
106 3.13 pyrP. pyrimidine regulatory protein PyrR
107 3.14 yhhE. hypothetical protein L173151
108 3.14 ywbA. hypothetical protein L193121
109 3.14 ydjD. hypothetical protein L195751
110 3.15 ditD. D-alanine transfer protein
111 3.16 ditB. peptidoglycan biosynthesis protein
112 3.17 obgL. GTPase ObgE
113 3.17 comFA. ComFA
114 3.19 yqgA. hypothetical protein L61727
115 3.19 nifu. NifU
116 3.20 infB. translation initiation factor IF-2
117 3.20 ytbE. hypothetical protein L101219
118 3.20 yecE. putative lipid kinase
119 3.21 yCiH. hypothetical protein L89418
120 3.21 yejH. hypothetical protein L98583
121 3.22 nagB. glucosamine-6-P isomerase
122 3.22 yxfB. hypothetical protein L141634
123 3.23 trxB2. thioredoxin reductase
124 3.23 yigC. hypothetical protein L862989
125 3.23 uvrC. excinuclease ABC subunit C
126 3.24 ytfB. hypothetical protein L133761
127 3.25 yfdB. hypothetical protein L131937
13.1.7AtpD
position distance géne fonction de la protéine
1 0.95 ftsA. FtsA
2 1.02 ftsW. Ftsw1
3 1.14 sigX RNA polymerase ECF sigma factor
4 1.25 pknB. preprotein translocase subunit SecA
5 1.32 secA. hypothetical protein L26400
6 1.41 atpA ATPase
7 1.60 atpE ATP synthase epsilon subunit
8 1.64 nifS. pyridoxal-phosphate dependent amamsiierase
9 1.74 gyrB. DNA gyrase subunit B
10 1.75 aptG ATP synthase gamma subunit
11 1.96 nifZ. pyridoxal-phosphate dependent atrémsferase
12 1.99 gcp. O-sialoglycoprotein endopeptidase
13 2.00 yiiF. hypothetical protein L189428
14 2.05 gimu. glucosamine-1-phosphate N-acetydfierase
15 2.19 ybdD. hypothetical protein L132712
16 2.20 CCpA. catabolite control protein A
17 2.21 mutY. A/G-specific adenine glycosylase
18 2.22 ptsl. phosphoenolpyruvate-protein phosphsterase
19 2.24 pyrC. dihydroorotase
20 2.24 mfd. transcription-repair coupling factor
21 2.24 ytdC. hypothetical protein L118668
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22 2.25 aspC. aspartate aminotransferase
23 2.26 leus. leucyl-tRNA synthetase
24 2.26 uvrB. excinuclease ABC subunit B
25 2.26 pyrP. pyrimidine regulatory protein PyrR
26 2.33 comFA. ComFA
27 2.34 pepM. methionine aminopeptidase
28 2.44 yheB. hypothetical protein L141547
29 2.44 purM. phosphoribosylaminoimidazole syrdbet
30 2.45 yjbC. hypothetical protein L112952
31 2.46 yudJ. hypothetical protein L20683
32 2.47 mutS or hexA. MutS
33 2.48 kinC. sensor protein kinase
34 2.54 pepF oligoendopeptidase F
35 2.58 yeeE. hypothetical protein L44542
36 2.60 priA. primosome assembly protein PriA
37 2.60 pheT. phenylalanyl-tRNA synthetase subluetia
38 2.60 murl. glutamate racemase
39 2.63 yhiB. hypothetical protein L151062
40 2.69 yudL. hypothetical protein L22691
41 2.71 aldB. alanyl-tRNA synthetase
42 2.77 atpB. FOF1 ATP synthase subunit alpha
43 2.80 rgrB. GntR family transcription regulator
44 2.87 prosS. prolyl-tRNA synthetase
45 2.87 pstC. phosphate ABC transporter permeageip
46 2.88 mtsB. manganese ABC transporter ATP bingotein
47 2.89 clpE. ATP-dependent protease ATP-bindirmysit
48 2.93 miaA. tRNA delta(2)-isopentenylpyrophodphaansferase
49 2.97 ftsK. FtsK
50 2.98 ftsQ. FtsQ
51 2.99 yvaB. hypothetical protein L85091
52 3.01 ywdF. hypothetical protein L20937
53 3.01 ygiK. hypothetical protein L87336
54 3.03 yqgE. transporter
55 3.07 ftsE. cell-division ATP-binding protein
56 3.07 pg. glucose-6-phosphate isomerase
57 3.11 dnaJ. Dnal
58 3.11 yijE. flavodoxin
59 3.15 sersS. seryl-tRNA synthetase
60 3.16 holB. DNA polymerase Il subunit delta’
61 3.16 ygcC. oxidoreductase
62 3.21 efp. elongation factor P
63 3.23 aroA. 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinylsferase
64 3.24 yudK. hypothetical protein L21717
65 3.24 ywdG. hypothetical protein L22498
13.1.8AtpG
position | distance géne fonction de la protéine
1 1.60 sigX RNA polymerase ECF sigma factor
2 1.75 atpD ATP synthase alpha subunit
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3 1.87 ponA. penicillin-binding protein 1A
4 1.92 pbpX. penicillin-binding protein
5 2.04 rgpA. rhamnosyltransferase
6 2.07 atpH ATP synthase delta subunit
7 2.14 yshB. hypothetical protein L61866
8 2.19 pepDB. | dipeptidase
9 2.30 glmu glucosamine-1-phosphate N-acetyltenaske
10 2.34 ygbD. hypothetical protein L15964
11 2.41 glmS glucosamine--fructose-6-phosphat@atnzinsferase
12 2.41 pyk. pyruvate kinase
13 2.44 yacG. hypothetical protein L22496
14 2.45 VtgA. hypothetical protein L143459
15 2.52 ykiH. hypothetical protein L88637
16 2.54 busAB. | betaine ABC transporter permeadesahbstrate binding protein
17 2.60 ymhA. | hypothetical protein L73572
18 2.65 rmiC. dTDP-L-rhamnose synthase
19 2.67 ytcB. hypothetical protein L104285
20 2.72 parC. DNA topoisomerase IV subunit A
21 2.75 rmlA. glucose-1-phosphate thymidylyltramase
22 2.76 yhcA. | ABC transporter ATP-binding and permease protein
23 2.77 rmiB. dTDP-glucose 4,6-dehydratase
24 2.79 noxD. NADH oxidase
25 2.82 ynaB. transcription regulator
26 3.02 yxdB. hypothetical protein L117205
27 3.11 pbplB. | penicillin-binding protein 1B
28 3.14 ygbE. hypothetical protein L16806
29 3.17 ynbA.
30 3.21 gyrA. DNA gyrase subunit A
31 3.21 yqjD. hypothetical protein L98109
32 3.21 yliF. hypothetical protein L184880
33 3.24 yqaD. hypothetical protein L5610
34 3.25 yqfG. hypothetical protein L58460

13.1.9AtpH

position | distance gene fonction de la protéine

1 1.67 yieH. exported serine protease
2 1.73 pepC. hypothetical protein L115789
3 1.91 ywaG. glutamine ABC transporter permeasksaistrate binding protein
4 2.06 yufA. branched-chain amino acid aminotrarasfe
5 2.07 atpG ATP synthase gamma subunit
6 2.10 hasC. outer membrane lipoprotein precursor
7 2.11 htrA. tryptophanyl-tRNA synthetase I
8 2.13 yhcA. ABC transporter ATP-binding and permease protein
9 2.15 ginP. hypothetical protein L148513
10 2.24 bcaT. transport protein
11 2.24 pbp1B. hypothetical protein L183216
12 2.39 plpC. hypothetical protein L110441
13 2.40 trpS. hypothetical protein L6768
14 2.43 ywaF. ATP-dependent protease ATP-bindimysit
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15 2.44 yrgE. fructose-bisphosphate aldolase

16 2.45 ySIA. hypothetical protein L196216

17 2.48 ybiC. exonuclease VII small subunit

18 2.54 ynbB. transcription regulator

19 2.56 ygal. glyceraldehyde 3-phosphate dehyaasg
20 2.57 clpE. multidrug resistance efflux pump

21 2.58 fbaA. dTDP-L-rhamnose synthase

22 2.59 ybjB. hypothetical protein L110588

23 2.60 xseA. hypothetical protein L179243

24 2.61 yeeG. hypothetical protein L112263

25 2.73 gap. hypothetical protein L96658

26 2.78 pmrA. oxidoreductase

27 2.82 rmiC. NADH oxidase

28 2.85 yjbB. amino acid ABC transporter permgasgein
29 2.85 yrjG. aminopeptidase N

30 2.86 yicE. maturation protein

31 2.87 usp45. glycosil transferase

32 2.88 ybiE. ABC transporter permease protein

33 2.90 noxD. hypothetical protein L102093

34 291 yjgD. xanthine permease

35 2.93 pnpA. dipeptidase

36 2.96 ybal. fhu operon transcription regulator

37 2.98 ylbB. outer membrane lipoprotein precursor
38 3.00 yjaB. hypothetical protein L5610

39 3.00 pbuX. zinc ABC transporter substrate liggirotein
40 3.03 nagA. penicillin-binding protein 2a

41 3.03 pepDB. hypothetical protein L131806

42 3.04 fhuR. regulatory protein

43 3.05 plpB. hypothetical protein L160937

44 3.09 yqaD. hypothetical protein L56431

45 3.09 ZitS. heat-inducible transcription repoess
46 3.09 pbp2A. hypothetical protein L22496

47 3.13 yvel. hypothetical protein L149781

48 3.15 mecA or ysfD.| amino acid ABC transportg@ysrate binding protein
49 3.16 ybgB. hypothetical protein L155662

50 3.16 yuhE. hypothetical protein L114054

51 3.19 hrcA. hrcA

52 3.19 yacG. yacG

53 3.20 yrgG. yrgG

54 3.22 yvdF. yvdF

55 3.23 yifF. ylIfF

56 3.23 yvdA. yvdA

13.1.10 DnaA

position | distance géene fonction de la protéine
1 0.54 hpt. hypoxantine-guanine phosphorybosyiferase
2 1.00 yacB. hypothetical protein L1001
3 1.14 ybjK. hypothetical protein L195257
4 1.25 ybcG. hypothetical protein L122849
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5 1.43 rplC. 50S ribosomal protein L3

6 1.43 sdaA. alpha-subuni L-serine dehydratase
7 1.47 rplE. 50S ribosomal protein L5

8 1.47 yccF. hypothetical protein L26054

9 1.47 VijA. hypothetical protein L190464

10 1.49 yxacC. hypothetical protein L86471

11 1.52 yyal. translation-associated GTPase

12 1.56 ybeB. hypothetical protein L141748

13 1.57 ygdA. hypothetical protein L32389

14 1.58 fusA. elongation factor G

15 1.59 dnaC. replicative DNA helicase

16 1.60 purA. adenylosuccinate synthetase

17 1.65 ykhF. ABC transporter ATP binding protein
18 1.69 yIxQ. hypothetical protein L175450

19 1.73 ytgF. hypothetical protein L150593

20 1.73 yhhG. hypothetical protein L175136

21 1.74 radA. DNA repair protein RadA

22 1.75 rplB. 50S ribosomal protein L2

23 1.76 femD. phosphoglucosamine mutase

24 1.78 ysxL or engB. GTPase EngB

25 1.78 nusG. transcription antitermination profdusG
26 1.82 hprK or ptskK or hprT|{ hypoxanthine-guarphesphoribosyltransferase
27 1.82 pth. peptidyl-tRNA hydrolase

28 1.84 nifU. NifU

29 1.84 nusA. transcription elongation factor NusA
30 1.87 pyrH. UMP-kinase

31 1.87 yjaF. hypothetical protein L106356

32 1.94 mray. phospho-N-acetylmuramoyl-pentapegtidnsferase
33 1.94 yKijl. hypothetical protein L98095

34 1.96 tig. trigger factor

35 1.99 rplK. 50S ribosomal protein L11

36 2.02 folC. folylpolyglutamate synthase

37 2.04 yofM. hypothetical protein L57401

38 2.05 comFC. ComFC

39 2.07 pg. glucose-6-phosphate isomerase
40 2.08 efp. elongation factor P

41 2.11 rpIN. 50S ribosomal protein L14

42 2.14 yhbE. hypothetical protein L92295

43 2.17 greA. transcription elongation factor

44 2.18 yhfF. hypothetical protein L157023

45 2.20 pyrG. CTP synthetase

46 2.20 udk. uridine kinase

47 2.22 rplJd. 50S ribosomal protein L10

48 2.22 yfdB. hypothetical protein L131937

49 2.23 ybeC. hypothetical protein L142332

50 2.23 frr. ribosome recycling factor

51 2.24 ylgC. hypothetical protein L161988

52 2.25 yeaA. hypothetical protein L582

53 2.25 lepA. GTP-binding protein LepA

54 2.26 ylgL. GTP-binding protein

55 2.27 ctsR. CtsR

56 2.28 yvaB. hypothetical protein L85091
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57 2.29 yueE. putative protease

58 2.31 gidB. glucose-inhibited division protein B

59 2.31 alaS. transcription regulator

60 2.33 rplA. 50S ribosomal protein L1

61 2.34 ftsH or tma. FtsH

62 2.34 smpB. SsrA-binding protein

63 2.35 rpIM. 50S ribosomal protein L13

64 2.36 rplF. 50S ribosomal protein L6

65 2.36 lysS. lysyl-tRNA synthetase

66 2.36 rluB. pseudouridine synthase

67 2.36 tuf. elongation factor Tu

68 2.36 ViiG. hypothetical protein L196206

69 2.38 hslO or yudG. Hsp33-like chaperonin

70 2.38 yccH. hypothetical protein L26998

71 2.40 dfpA. phosphopantothenoylcysteine decailber
72 2.42 ydgF. hypothetical protein L164461

73 2.44 ysel. hypothetical protein L32195

74 2.45 yuaA. hypothetical protein L184033

75 2.46 ViIE. hypothetical protein L188550

76 2.46 ykiG. hypothetical protein L87113

77 2.48 yheA. hypothetical protein L140288

78 2.49 purB. adenylosuccinate lyase

79 2.50 ysiG. hypothetical protein L1889726

80 2.50 rluD. pseudouridine synthase

81 2.52 dnaN. DNA polymerase Il subunit beta

82 2.53 yccK. hypothetical protein L28696

83 2.53 cody. transcriptional repressor CodY

84 2.54 trmH. tRNA-guanosine methyltransferase

85 2.54 lIrD. two-component system regulator

86 2.55 yqacC. hypothetical protein L4747

87 2.58 gmk. guanylate kinase

88 2.58 prfA. peptide chain release factor 1

89 2.58 clpX. ATP-dependent protease ATP-bindingusit
90 2.58 fabz1 hydroxymyristoyl-acyl carrier proteiehydratase
91 2.58 ytbE. hypothetical protein L101219

92 2.60 ksgA. dimethyladenosine transferase

93 2.61 yedA. hypothetical protein L33187

94 2.61 yseF. hypothetical protein L29491

95 2.62 purN. phosphoribosylglycinamide formylsfarase
96 2.62 ykhE. hypothetical protein L72684

97 2.63 rnhB. ribonuclease Hll

98 2.64 infC. translation initiation factor IF-3

99 2.65 tgt. gueuine tRNA-ribosyltransferase

100 2.66 rnpA. ribonuclease P

101 2.66 yCiH. hypothetical protein L89418

102 2.67 yKjA. hypothetical protein L90693

103 2.67 purF. amidophosphoribosyltransferase

104 2.68 comGA. ComGA

105 2.70 guaB. inositol-5-monophosphate dehydragen
106 2.70 apt. adenine phosphoribosyltransferase
107 2.70 gimS glucosamine--fructose-6-phosphataatngnsferase
108 2.71 ysfB. ABC transporter ATP-binding protein
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109 2.72 ytfB. hypothetical protein L133761

110 2.75 secY. preprotein translocase subunit SecY
111 2.75 guaA bifunctional GMP synthase/glutamimédatransferase protein
112 2.78 yheB. hypothetical protein L141547

113 2.78 ylaF. nicotinate phosphoribosyltransteras
114 2.81 trxH. thioredoxin H-type

115 2.83 COmMEA. ComEA

116 2.84 typA. TypA

117 2.85 hflX. HflX

118 2.88 cmk. cytidine monophosphate kinase

119 2.89 yccd. hypothetical protein L28204

120 2.90 rimM. 16S rRNA-processing protein

121 2.91 yccG. hypothetical protein L26400

122 2.91 ftsQ. FtsQ

123 2.91 uvrC. excinuclease ABC subunit C

124 2.92 rpll. 50S ribosomal protein L9

125 2.93 yfdE. hypothetical protein L133367

126 2.93 fur. ferric uptake regulator

127 2.95 lIrC. two-component system regulator

128 2.96 ezrA. septation ring formation reguldarA
129 2.97 yncB. hypothetical protein L122632

130 2.97 CcysM. cysteine synthase

131 2.98 yhhE. hypothetical protein L173151

132 2.98 ydgl. putative GTP pyrophosphokinase
133 2.98 ynbC. hypothetical protein L110933

134 2.99 ykacC. hypothetical protein L5517

135 3.03 yWbA. hypothetical protein L193121

136 3.04 yhiD. hypothetical protein L155396

137 3.05 yqgA. hypothetical protein L61727

138 3.05 mutS or hexA. MutS

139 3.06 yahG. ABC transporter ATP binding protein
140 3.12 rnc. ribonuclease Il

141 3.13 gnR. glutamine synthetase repressor

142 3.14 ffh. signal recognition particle protein
143 3.14 yhjF. hypothetical protein L196017

144 3.14 yjbE. general stress protein GSP13

145 3.15 optD. oligopeptide ABC trasporter ATPdiing protein
146 3.15 gatC. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotrara$e subunit C
147 3.16 rbfA. ribosome-binding factor A

148 3.19 upp. uracil phosphoribosyltransferase
149 3.20 dnakK. molecular chaperone DnaK

150 3.21 yqdA. hypothetical protein L39365

151 3.21 yigC. hypothetical protein L862989

152 3.21 trxB1. thioredoxin reductase

153 3.23 glpF1. glycerol-3-phosphate dehydrogenase
154 3.24 tsf. elongation factor Ts

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech
176



Détermination du réle de peptidases bactériennes/8Annexes

13.1.11 DnaB
position | distance géne fonction de la protéine

1 1.55 cobQ. cobyric acid synthase
2 1.67 plpB. outer membrane lipoprotein precursor
3 1.69 nrdG. anaerobic ribonucleoside-triphosphedectase activating protein
4 1.78 ppiB. peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
5 1.83 plpA. outer membrane lipoprotein precursor
6 2.00 yveC. hypothetical protein L126998
7 2.24 potA. spermidine/putrescine ABC transpoff€P-binding protein
8 2.35 ydgC. amino acid permease
9 2.39 potC. spermidine/putrescine ABC transpgr&gmease protein
10 2.39 ppIA. peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
11 2.52 acmD. N-acetylmuramidase
12 2.58 dinG or dinP.| DNA polymerase IV
13 2.63 yeaG. mevalonate kinase
14 2.72 ytgH. hypothetical protein L142733
15 2.72 dnaG or dnaE| DNA primase
16 2.81 ytdD. hypothetical protein L119456
17 2.82 potB. spermidine/putrescine ABC transpgrégmease protein
18 2.85 ymgG. hypothetical protein L65637
19 2.86 hmcM. hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
20 2.87 yeaH. diphosphomevalonate decarboxylase
21 291 ydgB. amino acid permease
22 2.95 murB. UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamiaductase
23 2.97 trxA. thioredoxin
24 2.99 potD. spermidine/putrescine ABC transpatibstrate binding protein
25 3.01 mycA. myosin-crossreactive antigen
26 3.04 ysfC. polysacharide biosynthesis protein
27 3.07 mtsC. manganese ABC transporter permeassmp
28 3.07 ylbD. hypothetical protein L114717
29 3.13 tkt. transketolase
30 3.16 yneH. hypothetical protein L145757
31 3.19 mvaA. hydroxymethylglutaryl-CoA reductase

13.1.12 DnaD

position | distance gene fonction de la protéine

1 0.70 ecsA. ABC transporter ATP binding protein
2 0.86 yciD. hypothetical protein L86677
3 0.88 prfA. peptide chain release factor 1
4 0.89 ruvA. Holliday junction DNA helicase motorotein
5 0.90 trxB1. thioredoxin reductase
6 0.90 clpC. ATP-dependent protease ATP-bindirysil
7 0.95 yqeL. GTP-binding protein
8 0.99 yqjB. hypothetical protein L93855
9 1.06 Xpt. exodeoxyribonuclease VIl large subunit
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10 1.08 yrjA. hypothetical protein L173313

11 1.08 engC or yuaD. ribosome-associated GTPase
12 1.08 yuhl. hypothetical protein L60959

13 1.11 ylgC. hypothetical protein L161988

14 1.11 trmE or thdF.| tRNA modification GTPase E'm
15 1.12 yuaA. hypothetical protein L184033

16 1.16 YjbE. general stress protein GSP13
17 1.17 def. peptide deformylase

18 1.19 yedA. hypothetical protein L33187

19 1.23 rheB. ATP-dependent RNA helicase
20 1.26 ftsZ. cell division protein FtsZ

21 1.29 yccH. hypothetical protein L26998

22 1.31 ftsY. FtsY

23 1.33 YUJA. hypothetical protein L74738

24 1.36 dnaN. DNA polymerase Il subunit beta
25 1.36 cysM. cysteine synthase

26 1.36 ywgA or recX.| recombination regulator RecX
27 1.38 yqacC. hypothetical protein L4747

28 1.41 hslO or yudG| Hsp33-like chaperonin

29 1.43 ffh. signal recognition particle protein
30 1.44 ruvB. Holliday junction DNA helicase B
31 1.44 ygiD. 4-alpha-glucanotransferase

32 1.46 yiiD. tRNA/rRNA methyltransferase
33 1.46 ygaB. hypothetical protein L1778

34 1.53 COIA. CoiA

35 1.54 smpB. SsrA-binding protein

36 1.56 ydgl. putative GTP pyrophosphokinase
37 1.56 ywdG. hypothetical protein L22498

38 1.56 yseF. hypothetical protein L29491

39 1.57 priB. peptide chain release factor 2
40 1.57 yqdA. hypothetical protein L39365

41 1.59 rnpA. ribonuclease P

42 1.59 yhhE. hypothetical protein L173151
43 1.59 ybaF. hypothetical protein L105256
44 1.61 yeaA. hypothetical protein L582

45 1.62 rpll. 50S ribosomal protein L9

46 1.63 yogG or cfa.| hypothetical protein L65498

47 1.63 yIxQ. hypothetical protein L175450

48 1.63 yecE. putative lipid kinase

49 1.63 yofM. hypothetical protein L57401

50 1.65 trxH. thioredoxin H-type

51 1.66 ptpL. tyrosine phosphatase

52 1.69 gcep. O-sialoglycoprotein endopeptidase
53 1.71 ysjC. hypothetical protein L76216

54 1.71 yigC. hypothetical protein L862989

55 1.72 ytbE. hypothetical protein L101219
56 1.73 ykiC. hypothetical protein L84257

57 1.75 yfcl. hypothetical protein L128550

58 1.76 ykaC. hypothetical protein L5517

59 1.77 ViiE. hypothetical protein L188550

60 1.78 ywbA. hypothetical protein L193121

61 1.78 ysSiG. hypothetical protein L1889726
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62 1.78 ZitQ. zinc ABC transporter ATP binding feio
63 1.79 atpA. ATPase

64 1.79 gidA. tRNA uridine 5-carboxymethylaminomdtmodification enzyme GidA
65 1.79 trmH. tRNA-guanosine methyltransferase
66 1.79 yhjF. hypothetical protein L196017

67 1.82 ecsB. ABC transporter permease protein
68 1.82 thrS. theronyl-tRNA synthetase

69 1.82 deoB. phosphopentomutase

70 1.83 sunL. rRNA methylase

71 1.85 yheB. hypothetical protein L141547

72 1.85 pyrG. CTP synthetase

73 1.86 rimM. 16S rRNA-processing protein

74 1.87 yciH. hypothetical protein L89418

75 1.88 YQJE. hypothetical protein L100263

76 1.88 yccL. hypothetical protein L29477

77 1.91 tgt. gueuine tRNA-ribosyltransferase

78 1.92 rnc. ribonuclease IlI

79 1.92 clpX. ATP-dependent protease ATP-bindingusit
80 1.93 yejH. hypothetical protein L98583

81 1.93 kinD. sensor protein kinase

82 1.94 yhfD. hypothetical protein L155396

83 1.94 ybeB. hypothetical protein L141748

84 1.95 ylfH. N-acetylglucosamine catabolic protei
85 1.95 mutS or hexAl. MutS

86 1.95 IspA. lipoprotein signal peptidase

87 1.96 yxbE. hypothetical protein L103195

88 1.97 rbfA. ribosome-binding factor A

89 1.97 yciC. hypothetical protein L84502

90 1.98 radA. DNA repair protein RadA

91 1.98 yrgF. hypothetical protein L148945

92 1.98 ykiG. hypothetical protein L87113

93 2.00 yxacC. hypothetical protein L86471

94 2.00 obgL. GTPase ObgE

95 2.01 yljl. permease

96 2.01 murC. UDP-N-acetylmuramate--L-alaninediya
97 2.02 ytdF. hypothetical protein L120355

98 2.02 murD. UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glntate synthetase
99 2.03 uvrC. excinuclease ABC subunit C

100 2.05 purA. adenylosuccinate synthetase

101 2.06 kinA. sensor protein kinase

102 2.06 pta. phosphotransacetylase

103 2.07 ysxL or engB| GTPase EngB

104 2.08 ytfB. hypothetical protein L133761

105 2.11 yccK. hypothetical protein L28696

106 2.12 yced. hypothetical protein L28204

107 2.14 comGA. ComGA

108 2.14 yKijl. hypothetical protein L98095

109 2.15 cmk. cytidine monophosphate kinase

110 2.15 comFC. ComFC

111 2.16 gidB. glucose-inhibited division prot&n
112 2.16 ybbE. hypothetical protein L114325

113 2.17 prmA. ribosomal protein L11 methyltramage
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114 2.19 yfdB. hypothetical protein L131937

115 2.21 ygcC. oxidoreductase

116 2.23 pheS. phenylalanyl-tRNA synthetase sulaljpha
117 2.26 yeaD. DNA replication intiation contrabgein YabA
118 2.26 Igt. prolipoprotein diacylglyceryl traasdse
119 2.26 metK. S-adenosylmethionine synthetase

120 2.27 yqgA. hypothetical protein L61727

121 2.30 phoL. phosphate starvation inducibleginot
122 2.30 secA. preprotein translocase subunit SecA
123 2.30 yudL. hypothetical protein L22691

124 2.30 yudl. oxidoreductase

125 2.31 nusG. transcription antitermination proddusG
126 2.34 yteA. hypothetical protein L123851

127 2.34 yfdE. hypothetical protein L133367

128 2.35 trmD tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferas
129 2.36 VIjE. hypothetical protein L193873

130 2.36 ygdA. hypothetical protein L32389

131 2.37 ytdC. hypothetical protein L118668

132 2.38 ycfF. hypothetical protein L56208

133 2.38 nifu. NifUu

134 2.40 ysfB. ABC transporter ATP-binding protein
135 2.40 rplE. 50S ribosomal protein L5

136 2.40 yhfF. hypothetical protein L157023

137 2.41 yraC. DNA polymerase Il subunit delta

138 2.41 yhbE. hypothetical protein L92295

139 2.41 fusA. elongation factor G

140 2.41 rheA. ATP-dependent RNA helicase

141 2.42 IplL. lipoate-protein ligase

142 2.42 ligA. NAD-dependent DNA ligase LigA

143 2.43 glmS glucosamine--fructose-6-phosphat@atngnsferase
144 2.43 gatB. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotranaée subunit B
145 2.43 cshA. recombination factor protein RarA

146 2.43 ygiK. hypothetical protein L87336

147 2.44 cysK. cysteine synthase

148 2.45 ywdF. hypothetical protein L20937

149 2.45 trmU. tRNA (5-methylaminomethyl-2-thiadylate)-methyltransferase
150 2.46 gltX. glutamyl-tRNA synthetase

151 2.47 frr. ribosome recycling factor

152 2.48 hemN. coproporphyrinogen Il oxidase

153 2.48 efp. elongation factor P

154 2.50 yjaJd. transcription regulator

155 2.50 ftsH or tma.| FtsH

156 2.50 ybcG. hypothetical protein L122849

157 2.50 add or acpS]| acyl carrier protein symthas

158 2.51 ytaA. hypothetical protein L84477

159 2.52 dhak. diacylglycerol kinase

160 2.52 recD. exodeoxyribonuclease V alpha chain
161 2.53 yncB. hypothetical protein L122632

162 2.53 ycfD. hypothetical protein L52686

163 2.54 gmk. guanylate kinase

164 2.54 yuhB. protease

165 2.54 ydjD. hypothetical protein L195751
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166 2.55 ytgF. hypothetical protein L150593

167 2.55 lIrC. two-component system regulator

168 2.56 aroC. chorismate synthase

169 2.57 recd. single-stranded DNA specific extrase
170 2.57 rgrB. GntR family transcription regulator
171 2.57 yyal. translation-associated GTPase

172 2.58 tig. trigger factor

173 2.58 yhiB. hypothetical protein L151062

174 2.60 miaA. tRNA delta(2)-isopentenylpyrophcsjghtransferase
175 2.61 yljJ. hypothetical protein L198787

176 2.61 ribC. bifunctional riboflavin kinase/FNMadenylyltransferase
177 2.63 parA. chromosome partitioning protein

178 2.63 dnaJ. DnalJ

179 2.64 lIrD. two-component system regulator

180 2.64 ysel. hypothetical protein L32195

181 2.65 trxA. thioredoxin

182 2.65 lysS. lysyl-tRNA synthetase

183 2.66 yhhG. hypothetical protein L175136

184 2.66 rplL. 50S ribosomal protein L7/L12

185 2.67 VfiE. flavodoxin

186 2.68 rnz or ygcA.| ribonuclease Z

187 2.68 pepA. glutamyl aminopeptidase

188 2.68 pheT. phenylalanyl-tRNA synthetase sutheta
189 2.69 ViiG. hypothetical protein L196206

190 2.70 secY. preprotein translocase subunit SecY
191 2.73 ditB. peptidoglycan biosynthesis protein
192 2.74 truB. tRNA pseudouridine synthase B

193 2.76 ftsK. FtsK

194 2.76 rgrA. GntR family transcription regulator
195 2.77 yudK. hypothetical protein L21717

196 2.77 purM. phosphoribosylaminoimidazole sytabe
197 2.78 priA. primosome assembly protein PriA

198 2.78 yheA. hypothetical protein L140288

199 2.79 yuiC. hypothetical protein L68401

200 2.79 yriD. hypothetical protein L171588

201 2.81 uvrB. excinuclease ABC subunit B

202 2.82 yjaF. hypothetical protein L106356

203 2.82 dinF. DinG

204 2.83 sdaA. alpha-subuni L-serine dehydratase
205 2.85 rnhB. ribonuclease Hll

206 2.86 rluA. pseudouridine synthase

207 2.87 ycjB. hypothetical protein L91807

208 2.87 pyrP. pyrimidine regulatory protein PyrR
209 2.88 pth. peptidyl-tRNA hydrolase

210 2.88 yraE. hypothetical protein L106425

211 2.89 yxfB. hypothetical protein L141634

212 2.89 dnaE. DNA polymerase Il DnaE

213 2.90 yeaE. hypothetical protein L6615

214 2.91 ftsQ. FtsQ

215 2.92 nifZ. pyridoxal-phosphate dependent atmimsferase
216 2.92 ykhF. ABC transporter ATP binding protein
217 2.92 lIrA. two-component system regulator
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218 2.93 rplA. 50S ribosomal protein L1

219 2.93 yueF. putative protease

220 2.94 valS. valyl-tRNA synthetase

221 2.94 yvaB. hypothetical protein L85091

222 2.95 grpE. GrpE

223 2.95 ybiD. hypothetical protein L184159

224 2.96 greA. transcription elongation factor

225 2.97 msmK. multiple sugar ABC transporter AdiRding protein
226 2.98 yudJ. hypothetical protein L20683

227 2.99 ksgA. dimethyladenosine transferase

228 3.02 yjbC. hypothetical protein L112952

229 3.04 gatC. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotrans$e subunit C
230 3.05 rpIM. 50S ribosomal protein L13

231 3.05 COmEA. ComEA

232 3.06 ymdE. hypothetical protein L38177

233 3.07 dnaH. DNA polymerase Il subunits gamme @u
234 3.08 femD. phosphoglucosamine mutase

235 3.09 nifS. pyridoxal-phosphate dependent atransferase
236 3.09 trxB2. thioredoxin reductase

237 3.09 yiiB. hypothetical protein L81441

238 3.11 tkt. transketolase

239 3.15 upp. uracil phosphoribosyltransferase

240 3.16 cdsA. phosphatidate cytidylyltransferase

241 3.17 sersS. seryl-tRNA synthetase

242 3.18 ynbC. hypothetical protein L110933

243 3.18 atpF. ATP synthase subunit b

244 3.18 udk. uridine kinase

245 3.18 fur. ferric uptake regulator

246 3.18 ezrA. septation ring formation reguldarA

247 3.19 ydgF. hypothetical protein L164461

248 3.19 yccG. hypothetical protein L26400

249 3.20 rpld. 50S ribosomal protein L10

250 3.21 ylgL. GTP-binding protein

251 3.22 ybiE. oxidoreductase

252 3.23 plsX fatty acid/phospholipid synthesisteim
253 3.25 bmpA. basic membrane protein A

13.1.13 DnaE

posi- dis-
tion tance gene fonction de la protéine
1 1.35 polC. DNA polymerase 1l PolC
2 1.37 atpA. ATPase
3 1.38 recD. exodeoxyribonuclease V alpha chain
4 1.69 yeaD. DNA replication intiation control pem YabA
5 1.82 dnaJ. DnaJ
6 1.87 priA. primosome assembly protein PriA
7 1.88 yCjB. hypothetical protein L91807
8 2.08 ygiK. hypothetical protein L87336
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9 2.22 yjaD. transcription regulator

10 2.23 yejl. hypothetical protein L99502

11 2.28 yxfB. hypothetical protein L141634

12 2.28 pheT. phenylalanyl-tRNA synthetase subetia

13 2.32 ykiC. hypothetical protein L84257

14 2.33 yraC. DNA polymerase Il subunit delta
acetyl-CoA carboxylase carboxyl transferase sulalnit

15 2.34 accA. pha

16 2.46 miaA. tRNA delta(2)-isopentenylpyrophodphaansferase

17 2.46 infB. translation initiation factor I1F-2

18 2.50 smc. chromosome segregation SMC protein

19 2.60 ptpL. tyrosine phosphatase

20 2.62 yhfB. hypothetical protein L151062

21 2.63 yraE. hypothetical protein L106425

22 2.64 lacR. lactose transport regulator

23 2.67 ywdF. hypothetical protein L20937

24 2.69 yrjA. hypothetical protein L173313

25 2.70 cca or paclL. tRNA CCA-pyrophosphorylase

26 2.70 ybiE. oxidoreductase

27 2.75 mutS or hexA. MutS

28 2.76 secA. preprotein translocase subunit SecA

29 2.77 yudL. hypothetical protein L22691

30 2.78 YjbE. general stress protein GSP13

31 2.79 yudK. hypothetical protein L21717

32 2.84 rnz or ygcA. ribonuclease Z

33 2.85 rgrB. GntR family transcription regulator

34 2.87 priB. peptide chain release factor 2

35 2.87 ybaF. hypothetical protein L105256

36 2.89 ftsk. FtsK

37 2.89 dnaD. DnaD

38 2.90 yciD. hypothetical protein L86677

39 2.94 sunL. rRNA methylase

40 2.94 dacB. D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

41 2.95 yrgF. hypothetical protein L148945

42 2.95 engC or yuaD. ribosome-associated GTPase

43 2.95 comFA. ComFA

44 2.96 yqjB. hypothetical protein L93855

45 3.00 ysgC. hypothetical protein L52064

46 3.00 yheB. hypothetical protein L141547

47 3.01 trxB2. thioredoxin reductase

48 3.06 clpC. ATP-dependent protease ATP-bindirysit

49 3.08 mutY. A/G-specific adenine glycosylase

50 3.12 yudl. oxidoreductase

51 3.16 ftsY. FtsY

52 3.17 ecsA. ABC transporter ATP binding protein

53 3.20 yteB. hypothetical protein L125707

54 3.24 ylcC. hypothetical protein L125196

55 3.25 ung. uracil-DNA glycosylase

56 3.25 ruvB. Holliday junction DNA helicase B

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech
183



Détermination du réle de peptidases bactériennes/8Annexes

13.1.14 DnaH
position | distance gene fonction de la protéine
1 0.42 ditC. D-alanine--poly(phospharibitol) ligasubunit 2
2 0.79 rnhB. ribonuclease Hll
3 0.86 yqgA. hypothetical protein L61727
4 0.93 murF. D-Ala-D-Ala adding enzyme
5 0.96 yccK. hypothetical protein L28696
6 0.98 ykacC. hypothetical protein L5517
7 1.05 yejH. hypothetical protein L98583
8 1.11 cshA. recombination factor protein RarA
9 1.19 yljl. permease
10 1.25 ylaF. nicotinate phosphoribosyltransferase
11 1.27 ybbE. hypothetical protein L114325
12 1.28 yljJ. hypothetical protein L198787
13 1.36 ycCiH. hypothetical protein L89418
14 1.37 ycfD. hypothetical protein L52686
15 1.42 ditB. peptidoglycan biosynthesis protein
16 1.49 plsX fatty acid/phospholipid synthesis piot
17 1.51 gidB. glucose-inhibited division protein B
18 1.51 ftsH or tma. FtsH
19 1.53 rheA. ATP-dependent RNA helicase
20 1.55 yfdB. hypothetical protein L131937
21 1.57 mray. phospho-N-acetylmuramoyl-pentapegtidnsferase
22 1.60 ykhE. hypothetical protein L72684
23 1.61 ruvB. Holliday junction DNA helicase B
24 1.61 rluA. pseudouridine synthase
25 1.62 rheB. ATP-dependent RNA helicase
26 1.70 yogG or cfa. hypothetical protein L65498
27 1.75 yqacC. hypothetical protein L4747
28 1.78 yncB. hypothetical protein L122632
29 1.80 ygcC. oxidoreductase
30 1.80 ylfH. N-acetylglucosamine catabolic protei
31 1.81 ykijl. hypothetical protein L98095
32 1.84 ysel. hypothetical protein L32195
33 1.84 rbfA. ribosome-binding factor A
34 1.85 gatC. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotranager subunit C
35 1.85 COmEA. ComEA
36 1.86 rnc. ribonuclease Ill
tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl modificatien-
37 1.87 gidA. zyme GidA
38 1.88 ysxL or engB. GTPase EngB
39 1.88 yuiC. hypothetical protein L68401
40 1.88 yciC. hypothetical protein L84502
41 1.88 ecsB. ABC transporter permease protein
42 1.89 ligA. NAD-dependent DNA ligase LigA
43 1.92 ffh. signal recognition particle protein
44 1.92 comFC. ComFC
45 1.92 engC or yuaD. ribosome-associated GTPase
46 1.93 yccd. hypothetical protein L28204
a7 1.95 ribC. bifunctional riboflavin kinase/FMMenylyltransferase
48 1.97 yIxQ. hypothetical protein L175450
49 1.98 trxH. thioredoxin H-type
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50 1.98 pyrG. CTP synthetase

51 2.01 lysS. lysyl-tRNA synthetase

52 2.01 ysjC. hypothetical protein L76216

53 2.05 IspA. lipoprotein signal peptidase

54 2.06 ykbB. hypothetical protein L13157

55 2.07 smpB. SsrA-binding protein

56 2.08 rpiL. 50S ribosomal protein L7/L12

57 211 ftsY. FtsY

58 2.12 ywgA or recX. recombination regulator RecX
59 2.13 gltX. glutamyl-tRNA synthetase

60 2.14 hemN. coproporphyrinogen Il oxidase
61 2.14 ylgL. GTP-binding protein

62 2.17 prfA. peptide chain release factor 1

63 2.18 pcrA. ATP-dependent helicase PcrA
64 2.19 trmE or thdF. tRNA modification GTPase Erm
65 2.19 grpE. GrpE

66 2.20 phoL. phosphate starvation inducible fpmote
67 2.20 VijG. hypothetical protein L196206

68 2.22 cysK. cysteine synthase

69 2.23 yraC. DNA polymerase Il subunit delta
70 2.24 rpll. 50S ribosomal protein L9

71 2.25 ftsQ. FtsQ

72 2.27 yyal. translation-associated GTPase
73 2.30 comGA. ComGA

74 2.32 pth. peptidyl-tRNA hydrolase

75 2.32 cysS. cysteinyl-tRNA synthetase

76 2.34 pepA. glutamyl aminopeptidase

77 2.37 yccH. hypothetical protein L26998

78 2.37 ksgA. dimethyladenosine transferase
79 2.38 ykhF. ABC transporter ATP binding protein
80 2.38 dinF. DinG

81 2.39 ybeB. hypothetical protein L141748

82 2.41 hslO or yudG. Hsp33-like chaperonin

83 2.42 gimS glucosamine--fructose-6-phosphate @tngsinsferase
84 2.42 ywbA. hypothetical protein L193121

85 2.43 secY. preprotein translocase subunit SecY
86 2.44 ybcG. hypothetical protein L122849

87 2.45 ylgC. hypothetical protein L161988

88 2.45 yxaC. hypothetical protein L86471

89 2.46 ftsZ. cell division protein FtsZ

90 2.46 iSpA. farnesyl diphosphate synthase
91 2.46 yvaB. hypothetical protein L85091

92 2.47 lepA. GTP-binding protein LepA

93 2.51 yjaF. hypothetical protein L106356

94 2.52 thrS. theronyl-tRNA synthetase

95 2.53 kinD. sensor protein kinase

96 2.53 yqdA. hypothetical protein L39365

97 2.53 ptpL. tyrosine phosphatase

98 2.54 ezrA. septation ring formation regulatarA
99 2.56 yseF. hypothetical protein L29491

100 2.58 dnaN. DNA polymerase Il subunit beta
101 2.60 ykiG. hypothetical protein L87113
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102 2.61 gcp. O-sialoglycoprotein endopeptidase
103 2.62 yheB. hypothetical protein L141547
104 2.63 ackA2. acetate kinase
105 2.66 ecsA. ABC transporter ATP binding protein
106 2.67 yciD. hypothetical protein L86677
107 2.69 ysfB. ABC transporter ATP-binding protein
108 2.70 hflX. HfIX
109 2.72 ykdB. hypothetical protein L32731
110 2.72 kinC. sensor protein kinase
111 2.74 purB. adenylosuccinate lyase
112 2.74 gatB. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotranage subunit B
113 2.75 radA. DNA repair protein RadA
114 2.77 hemK. protoporphyrinogen oxidase
115 2.78 def. peptide deformylase
116 2.78 rnpA. ribonuclease P
117 2.79 lIrD. two-component system regulator
118 2.82 yqjB. hypothetical protein L93855
119 2.82 smc. chromosome segregation SMC protein
120 2.82 dhakK. diacylglycerol kinase
121 2.83 ybaF. hypothetical protein L105256
122 2.83 mutS or hexA. MutS
123 2.83 ygaB. hypothetical protein L1778
124 2.83 trxB1. thioredoxin reductase
125 2.84 ydgF. hypothetical protein L164461
126 2.85 uvrC. excinuclease ABC subunit C
127 2.85 parA. chromosome partitioning protein
128 2.86 recJ. single-stranded DNA specific extease
129 2.87 yrgF. hypothetical protein L148945
tRNA (5-methylaminomethyl-2-thiouridylate)-
130 2.87 trmU. methyltransferase
131 2.88 ygjD. 4-alpha-glucanotransferase
132 2.88 optF. oligopeptide ABC trasporter AT Pdiriig protein
133 2.89 yigC. hypothetical protein L862989
134 2.90 pfl. pyruvate-formate lyase
135 2.91 yacB. hypothetical protein L1001
136 2.91 yuhB. protease
137 2.92 yuaA. hypothetical protein L184033
138 2.93 ywdG. hypothetical protein L22498
139 2.94 yuhl. hypothetical protein L60959
140 2.95 priA. primosome assembly protein PriA
141 2.96 yrjA. hypothetical protein L173313
142 2.97 murC. UDP-N-acetylmuramate--L-alaninadig
143 2.97 ruvA. Holliday junction DNA helicase mofrotein
144 2.99 ysfC. polysacharide biosynthesis protein
145 2.99 ackAl. acetate kinase
146 3.01 rplJd. 50S ribosomal protein L10
147 3.02 cdsA. phosphatidate cytidylyltransferase
148 3.03 pheS. phenylalanyl-tRNA synthetase sulaljpha
149 3.04 purA. adenylosuccinate synthetase
150 3.04 trmH. tRNA-guanosine methyltransferase
151 3.06 valS. valyl-tRNA synthetase
152 3.07 dnaD. DnaD
153 3.07 yueE. putative protease
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154 3.07 yraB. hypothetical protein L102051
155 3.07 ybeC. hypothetical protein L142332
156 3.08 fusA. elongation factor G
157 3.08 yjald. transcription regulator
158 3.11 YjbE. general stress protein GSP13
159 3.11 yXbE. hypothetical protein L103195
160 3.11 ygdA. hypothetical protein L32389
161 3.12 yuhH. hypothetical protein L58914
162 3.12 ytbE. hypothetical protein L101219
163 3.12 ydgl. putative GTP pyrophosphokinase
164 3.14 yrjF. hypothetical protein L178172
165 3.14 pta. phosphotransacetylase
166 3.15 optD. oligopeptide ABC trasporter ATPdiiry protein
167 3.15 frr. ribosome recycling factor
168 3.15 ydjD. hypothetical protein L195751
169 3.15 Igt. prolipoprotein diacylglyceryl trapsdse
170 3.16 femD. phosphoglucosamine mutase
171 3.16 yhjF. hypothetical protein L196017
172 3.18 rluB. pseudouridine synthase
173 3.19 sunL. rRNA methylase
174 3.20 gmk. guanylate kinase
175 3.21 infB. translation initiation factor IF-2
176 3.21 ydaE. cation transporter
177 3.21 pheT. phenylalanyl-tRNA synthetase sutheta
178 3.22 yqeL. GTP-binding protein
179 3.22 yhhE. hypothetical protein L173151
180 3.24 ycfF. hypothetical protein L56208
bifunctional GMP synthase/glutamine amidotransfea®-
181 3.24 guaA tein
182 3.24 ytdC. hypothetical protein L118668
183 3.24 IplL. lipoate-protein ligase
184 3.24 dnakK. molecular chaperone DnaK
13.1.15 DnaN
position | distance géne fonction de la protéine
1 0.59 radA. DNA repair protein RadA
2 0.60 ecsA. ABC transporter ATP binding protein
3 0.72 rnpA. ribonuclease P
4 0.88 ykiG. hypothetical protein L87113
5 1.04 yIxQ. hypothetical protein L175450
6 1.09 rimM. 16S rRNA-processing protein
7 1.11 trxB1. thioredoxin reductase
8 1.11 rpll. 50S ribosomal protein L9
9 1.12 def. peptide deformylase
10 1.16 reck DNA replication and repair proteirctRe
11 1.19 trxH. thioredoxin H-type
12 1.20 ftsZ. cell division protein FtsZ
13 1.22 Xpt. xanthine phosphoribosyltransferase
14 1.23 pyk pyruvate kinase
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15 1.27 yqeL. GTP-binding protein

16 1.30 yfdE. hypothetical protein L133367

17 1.32 hslO or yudG| Hsp33-like chaperonin

18 1.32 rheB. ATP-dependent RNA helicase
19 1.33 yCiH. hypothetical protein L89418

20 1.36 dnabD. DnaD

21 1.36 trmE or thdF| tRNA modification GTPase E'm

22 1.36 yuhl. hypothetical protein L60959

23 1.37 smpB. SsrA-binding protein

24 1.39 yseF. hypothetical protein L29491

25 1.40 prfA. peptide chain release factor 1

26 1.41 yqacC. hypothetical protein L4747

27 1.41 gidB. glucose-inhibited division protein B
28 1.42 yqjB. hypothetical protein L93855

29 1.42 yuaA. hypothetical protein L184033

30 1.42 ysSiG. hypothetical protein L1889726

31 1.44 ylgC. hypothetical protein L161988

32 1.46 nifu. NifUu

33 1.47 uvrC. excinuclease ABC subunit C

34 1.47 YUJA. hypothetical protein L74738

35 1.47 femD. phosphoglucosamine mutase

36 1.48 ftsY. FtsY

37 1.50 cmk. cytidine monophosphate kinase
38 1.51 ybeB. hypothetical protein L141748

39 1.53 cysM. cysteine synthase

40 1.56 ecsB. ABC transporter permease protein
41 1.56 ybcG. hypothetical protein L122849

42 1.56 comFC. ComFC

43 1.56 ruvA. Holliday junction DNA helicase mofmrotein
44 1.59 ruvB. Holliday junction DNA helicase B
45 1.60 ftsH ortma. | FtsH

46 1.63 engC or yuaD. ribosome-associated GTPase

47 1.64 ffh. signal recognition particle protein
48 1.66 gmk. guanylate kinase

49 1.67 yqdA. hypothetical protein L39365

50 1.67 ysxL or engB.| GTPase EngB

51 1.68 lIrD. two-component system regulator
52 1.68 ywgA or recX.| recombination regulator RecX

53 1.68 udk. uridine kinase

54 1.68 yciD. hypothetical protein L86677

55 1.70 yejH. hypothetical protein L98583

56 1.71 yccK. hypothetical protein L28696

57 1.72 yogG or cfa.| hypothetical protein L65498

58 1.72 yfdB. hypothetical protein L131937

59 1.72 pyrG. CTP synthetase

60 1.73 yxacC. hypothetical protein L86471

61 1.74 comGA. ComGA

62 1.75 purA. adenylosuccinate synthetase

63 1.76 pheS. phenylalanyl-tRNA synthetase sulalpha
64 1.76 ykhF. ABC transporter ATP binding protein
65 1.76 ygdA. hypothetical protein L32389

66 1.77 yccH. hypothetical protein L26998
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67 1.77 atpA. ATPase

68 1.79 ygiD. 4-alpha-glucanotransferase

69 1.79 gcp. O-sialoglycoprotein endopeptidase
70 1.82 ywbA. hypothetical protein L193121

71 1.82 yofM. hypothetical protein L57401

72 1.83 yqgA. hypothetical protein L61727

73 1.84 ydjD. hypothetical protein L195751

74 1.85 ytiB. hypothetical protein L133761

75 1.86 lysS. lysyl-tRNA synthetase

76 1.86 clpX. ATP-dependent protease ATP-bindingusit
77 1.86 kinD. sensor protein kinase

78 1.87 yrgF. hypothetical protein L148945

79 1.88 cshA. recombination factor protein RarA
80 1.88 aroC. chorismate synthase

81 1.88 pth. peptidyl-tRNA hydrolase

82 1.88 gltX. glutamyl-tRNA synthetase

83 1.88 yciC. hypothetical protein L84502

84 1.89 clpC. ATP-dependent protease ATP-bindutmysit
85 1.90 yvaB. hypothetical protein L85091

86 1.90 yfcl. hypothetical protein L128550

87 191 mutS or hexAl  MutS

88 1.92 yrjA. hypothetical protein L173313

89 1.93 ygcC. oxidoreductase

90 1.93 efp. elongation factor P

91 1.93 mray. phospho-N-acetylmuramoyl-pentapegtidnsferase
92 1.96 yeaA. hypothetical protein L582

93 1.96 ytbE. hypothetical protein L101219

94 1.96 rnc. ribonuclease Il

95 1.97 gidA. tRNA uridine 5-carboxymethylaminomdtmodification enzyme GidA
96 1.98 yheB. hypothetical protein L141547

97 1.98 yljJ. hypothetical protein L198787

98 1.98 obgL. GTPase ObgE

99 1.99 ditB. peptidoglycan biosynthesis protein
100 1.99 yhiD. hypothetical protein L155396

101 1.99 lIrC. two-component system regulator
102 2.00 ybbE. hypothetical protein L114325

103 2.01 glmS glucosamine--fructose-6-phosphat@aeinsinsferase
104 2.02 yhhE. hypothetical protein L173151

105 2.03 ISpA. lipoprotein signal peptidase

106 2.04 NnusA. transcription elongation factor Nus
107 2.04 ViiE. hypothetical protein L188550

108 2.04 secY. preprotein translocase subunit SecY
109 2.04 yjaF. hypothetical protein L106356

110 2.04 yedA. hypothetical protein L33187

111 2.06 ysfB. ABC transporter ATP-binding protein
112 2.07 ptpL. tyrosine phosphatase

113 2.08 thrS. theronyl-tRNA synthetase

114 2.09 yyal. translation-associated GTPase

115 2.09 ycfF. hypothetical protein L56208

116 2.11 yKijl. hypothetical protein L98095

117 2.12 trmH. tRNA-guanosine methyltransferase
118 2.13 phoL. phosphate starvation inducibleginot
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119 2.13 rbfA. ribosome-binding factor A

120 2.14 yigC. hypothetical protein L862989

121 2.14 YjbE. general stress protein GSP13

122 2.15 ezrA. septation ring formation reguldarA
123 2.16 ydgl. putative GTP pyrophosphokinase
124 2.20 ygaB. hypothetical protein L1778

125 2.20 ytaA. hypothetical protein L84477

126 2.21 murD. UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glmate synthetase
127 2.22 yncB. hypothetical protein L122632

128 2.23 tig. trigger factor

129 2.24 ylaF. nicotinate phosphoribosyltransteras
130 2.24 yecE. putative lipid kinase

131 2.24 sdaA. alpha-subuni L-serine dehydratase
132 2.26 ykhE. hypothetical protein L72684

133 2.26 deoB. phosphopentomutase

134 2.27 ybaF. hypothetical protein L105256

135 2.27 ViiG. hypothetical protein L196206

136 2.29 rnhB. ribonuclease Hll

137 2.29 hemN. coproporphyrinogen Il oxidase

138 2.29 ylgL. GTP-binding protein

139 2.29 ksgA. dimethyladenosine transferase

140 2.32 ysel. hypothetical protein L32195

141 2.32 gatB. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotranaée subunit B
142 2.34 pepA. glutamyl aminopeptidase

143 2.36 yced. hypothetical protein L28204

144 2.36 rplA. 50S ribosomal protein L1

145 2.37 ydgF. hypothetical protein L164461

146 2.37 ywdG. hypothetical protein L22498

147 2.38 pta. phosphotransacetylase

148 2.41 rluB. pseudouridine synthase

149 2.41 murC. UDP-N-acetylmuramate--L-alaninadig
150 2.41 ysjC. hypothetical protein L76216

151 2.42 tgt. gueuine tRNA-ribosyltransferase

152 2.42 yhjF. hypothetical protein L196017

153 2.43 kinA. sensor protein kinase

154 2.44 fusA. elongation factor G

155 2.44 trmU. tRNA (5-methylaminomethyl-2-thiadylate)-methyltransferase
156 2.45 ytdC. hypothetical protein L118668

157 2.46 ycfD. hypothetical protein L52686

158 2.48 rluA. pseudouridine synthase

159 2.50 ytdF. hypothetical protein L120355

160 2.50 rheA. ATP-dependent RNA helicase

161 2.51 cysK. cysteine synthase

162 2.52 purB. adenylosuccinate lyase

163 2.52 dnaA. chromosomal replication initiatfpotein
164 2.53 lepA. GTP-binding protein LepA

165 2.53 frr. ribosome recycling factor

166 2.53 yccF. hypothetical protein L26054

167 2.53 rpIM. 50S ribosomal protein L13

168 2.54 cdsA. phosphatidate cytidylyltransferase
169 2.55 purN. phosphoribosylglycinamide formyisterase
170 2.58 dnakK. molecular chaperone DnaK
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171 2.58 yueF. putative protease

172 2.58 prmA. ribosomal protein L11 methyltramage

173 2.58 dnaH. DNA polymerase Il subunits gamme @u
174 2.59 yacB. hypothetical protein L1001

175 2.60 ribC. bifunctional riboflavin kinase/FNMadenylyltransferase
176 2.61 ybeC. hypothetical protein L142332

177 2.63 pcrA. ATP-dependent helicase PcrA

178 2.64 add or acpS] acyl carrier protein symhas

179 2.64 rpld. 50S ribosomal protein L10

180 2.65 nifS. pyridoxal-phosphate dependent atransferase
181 2.65 yCjB. hypothetical protein L91807

182 2.65 yxbE. hypothetical protein L103195

183 2.67 guaA bifunctional GMP synthase/glutamimédatransferase protein
184 2.67 yfiD. tRNA/FRNA methyltransferase

185 2.68 dnaC. replicative DNA helicase

186 2.69 gatC. aspartyl/glutamyl-tRNA amidotrans$e subunit C
187 2.70 secA. preprotein translocase subunit SecA

188 2.71 nusG. transcription antitermination probéusG

189 2.71 yljl. permease

190 2.72 yueE. putative protease

191 2.73 lIrA. two-component system regulator

192 2.74 priB. peptide chain release factor 2

193 2.74 COIA. ColA

194 2.74 ftsQ. FtsQ

195 2.75 yccG. hypothetical protein L26400

196 2.78 pg. glucose-6-phosphate isomerase

197 2.78 tkt. transketolase

198 2.79 yhiB. hypothetical protein L151062

199 2.80 hflX. HflX

200 2.81 yhbE. hypothetical protein L92295

201 2.83 murB. UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamieductase
202 2.84 ligA. NAD-dependent DNA ligase LigA

203 2.85 grpE. GrpE

204 2.86 infC. translation initiation factor IF-3

205 2.86 yuiC. hypothetical protein L68401

206 2.86 rplE. 50S ribosomal protein L5

207 2.87 yjaJ. transcription regulator

208 2.89 miaA. tRNA delta(2)-isopentenylpyrophcsjghtransferase
209 2.92 zitQ. zinc ABC transporter ATP bindingtain

210 2.92 rpiL. 50S ribosomal protein L7/L12

211 2.93 folC. folylpolyglutamate synthase

212 2.93 ytgF. hypothetical protein L150593

213 2.93 greA. transcription elongation factor

214 2.97 pheT. phenylalanyl-tRNA synthetase sutheta

215 2.99 yuhB. protease

216 2.99 comGB. ComGB

217 2.99 yraB. hypothetical protein L102051

218 2.99 VijA. hypothetical protein L190464

219 3.01 gnR. glutamine synthetase repressor

220 3.01 COmEA. ComEA

221 3.03 yccL. hypothetical protein L29477

222 3.09 yrjF. hypothetical protein L178172
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223 3.09 typA. TypA

224 3.10 ynfG. hypothetical protein L158193

225 3.11 tuf. elongation factor Tu

226 3.11 dinF. DinG

227 3.12 IplL. lipoate-protein ligase

228 3.14 yhhG. hypothetical protein L175136

229 3.17 recJ. single-stranded DNA specific extgase

230 3.19 chosS. choline ABC transporter permeadesahstrate binding protein
231 3.21 yraC. DNA polymerase Il subunit delta

232 3.21 ykiC. hypothetical protein L84257

233 3.22 hpt. hypoxantine-guanine phosphorybaaydtierase
234 3.23 mtsC. manganese ABC transporter pernpgatan
235 3.23 yheA. hypothetical protein L140288

236 3.23 iSpA. farnesyl diphosphate synthase

237 3.23 optD. oligopeptide ABC trasporter ATPdiirg protein
238 3.25 trmD tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferas

13.1.16  SigX

position | distance géne fonction de la protéine
1 1.14 atpD ATP synthase alpha subunit
2 1.53 ybdG. transcription regulator
3 1.58 pi239. prophage pi2 protein 39
4 1.60 atpG ATP synthase gamma subunit
5 1.69 pi237. prophage pi2 protein 37
6 1.75 tpx.
7 1.82 yijF. membrane-bound transport protein
8 1.83 yOjB. hypothetical protein L95697
9 2.03 tralQ077B. 1IS1077D transposase
10 2.09 ycfA. transcription regulator
11 2.09 pi240. prophage pi2 protein 40
12 2.11 thiD1. phosphomethylpyrimidine kinase
13 2.14 ywhB. hypothetical protein L56236
14 2.16 pilld. DNA replication protein
15 2.20 yqeD. hypothetical protein L42411
16 2.20 yhjC. hypothetical protein L193718
17 2.22 pi238. prophage pi2 protein 38
18 2.23 arcD2. arginine/ornitine antiporter
19 2.26 butB. 2,3-butanediol dehydrogenase
20 2.27 yliC. hypothetical protein L183246
21 2.30 yjjB. transcription regulator
22 2.31 yceE. hypothetical protein L41779
23 2.33 ytgC. hypothetical protein L145850
24 2.33 ynil. hypothetical protein L187918
25 2.34 ybdA. transcription regulator
26 2.36 rbsA. ribose ABC transporter ATP bindimgtpin
27 2.37 pi328. prophage pi3 protein 28
28 2.38 pi232. prophage pi2 protein 32
29 2.40 yucG. chitin binding protein
30 2.41 yveA. hypothetical protein L125244
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31 2.42 rbsC. ribose ABC transporter permeasejorot

32 2.42 yhcG. hypothetical protein L121994

33 2.46 yfbM. transcription regulator

34 2.49 pi242. prophage pi2 protein 42

35 2.50 ybaH. acetyl transferase

36 2.50 ykbA. hypothetical protein L9876

37 2.51 ydgH. hypothetical protein L165247

38 2.51 rirC. LysR family transcription regulator

39 2.51 yfcF. hypothetical protein L123471

40 2.52 yxdF. hypothetical protein L122569

41 2.53 rlrD. LysR family transcription regulator

42 2.54 rbsB. ribose ABC transporter substratdibmprotein

43 2.55 yjjC. ABC transporter ATP-binding protein

44 2.56 yviC. FMN-binding protein

45 2.57 rmal. transcription regulator

46 2.57 yhhA. hypothetical protein L169709

a7 2.59 VHE. aminotransferase

48 2.59 xynB. beta-1,4-xylosidase

49 2.59 ybbB. hypothetical protein L111003

50 2.61 cpo. non-heme chloride peroxidase

51 2.61 pdc. phenolic acid decarboxylase
cytochrome D ABC transporter ATP binding and perseeg

52 2.61 cydC. protein

53 2.62 ps305. prophage ps3 protein 05

54 2.63 yhjB. hypothetical protein L193291

55 2.63 WVIA. hypothetical protein L163025

56 2.65 rmaA. transcription regulator

57 2.65 yphJ. hypothetical protein L178933

58 2.65 nah. Na+/H+ antiporter

59 2.70 rmaH. transcription regulator

60 2.71 yqeB. hypothetical protein L40973

61 2.71 pi230. terminase

62 2.72 floL. flotillin-like protein

63 2.72 pi236. prophage pi2 protein 36

64 2.73 yrgH. hypothetical protein L152002

65 2.73 yndB. hypothetical protein L130660

66 2.74 yCgA. ABC transporter ATP binding protein

67 2.74 ybhD. hypothetical protein L174946

68 2.75 yrgl. hypothetical protein L152977

69 2.77 ycgH. amidase

70 2.77 pi326. terminase large subunit

71 2.80 ycfB. ABC transporter ATP binding protein

72 2.81 yriD. hypothetical protein L176579

73 2.81 yvcC. hypothetical protein L107379

74 2.85 pnuC?2. nicotinamide mononucleotide trartspo

75 2.85 oppD. oligopeptide ABC trasporter ATP liiigdprotein

76 2.88 yrjC. iron-binding oxidase subunit

77 2.90 yWiA. hypothetical protein L63227

78 2.90 ycgB. ABC transporter ATP binding protein

79 2.90 pi228. prophage pi2 protein 28

80 291 pi135. prophage pil protein 35

81 291 yjhE. hypothetical protein L173848

82 291 yvaD. hypothetical protein L89201
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83 291 rbsD. ribose ABC transporter permeaseejirot

84 2.92 ycdH. transporter

85 2.92 rmeB. transcription regulator

86 2.93 pi349. prophage pi3 protein 49

87 2.95 yffB. hypothetical protein L153086

88 2.96 yddA. transporter

89 2.97 mleP. malate transporter

90 2.98 cydA. cytochrome D ubiquinol oxidase stbln

91 2.98 pi211. topoisomerase

92 2.98 rliDB. transcription regulator

93 2.98 ps216. prophage ps2 protein 16

94 2.99 ycdF. transcription regulator

95 2.99 yceG. hypothetical protein L45062

96 3.00 ps219. prophage ps2 protein 19

97 3.00 yiaD. hypothetical protein L3272

98 3.01 arcD1. arginine/ornitine antiporter

99 3.02 yccE. hypothetical protein L24277

100 3.02 pi231. prophage pi2 protein 31

101 3.02 ycfC. ABC transporter permease protein

102 3.02 yucF. hypothetical protein L9255

103 3.06 yrhH. hypothetical protein L161059

104 3.06 rirA LysR family transcription regulator

105 3.06 ywdD. hypothetical protein L19128

106 3.07 yahl. short-chain type dehydrogenase

107 3.07 yoiC. hypothetical protein L84260

108 3.09 yddD. hypothetical protein L133932

109 3.09 napB. hypothetical protein L106489

110 3.10 ykcE. hypothetical protein L26878

111 3.10 pacA. cation-transporting ATPase

112 3.11 dhal. dihydroxyacetone kinase

113 3.11 yfhJ. hypothetical protein L177700

114 3.12 ydiC. efflux pump antibiotic resistancetpin

115 3.14 YjcA. ABC transporter ATP binding protein

116 3.14 ybeD. transcription regulator

117 3.15 ybdJ. hypothetical protein L136552

118 3.15 ysiB. permease

119 3.15 tenA. TenA

120 3.16 ywjF. 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase

121 3.16 yveD. hypothetical protein L127611
cytochrome D ABC transporter ATP binding and perseeg

122 3.17 cydD. protein

123 3.17 ykjH. hypothetical protein L95481

124 3.17 yudH. hypothetical protein L18647

125 3.18 pi360. integrase

126 3.18 yXCB. transcription regulator

127 3.20 VtjF. hypothetical protein L181238

128 3.20 ykjJ. hypothetical protein L98876

129 3.20 ypaD. hypothetical protein L104065

130 3.20 yihD. hypothetical protein L73264

131 3.20 noxC. NADH oxidase

132 3.20 ykdA. hypothetical protein L30853

133 3.21 tra981C. transposase of 1IS904H

134 3.21 ps215. prophage ps2 protein 15
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135 3.21 pi251. holin
136 3.22 ysjD. hypothetical protein L76848
137 3.23 ogt. 6-O-methylguanine-DNA methyltranager
138 3.23 yjhA. hypothetical protein L169897
139 3.24 hly. hemolysin like protein
140 3.24 yweC. hypothetical protein L29314
141 3.24 pi323. ATP dependent Clp protease
13.1.17  CcpA
position distances gene fonction de la protéine
1 0.79 proS prolyl-tRNA synthetase
2 1.10 mutY A/G-specific adenine glycosylase
3 1.33 secA preprotein translocase subunit SecA
4 1.48 purM phosphoribosylaminoimidazole synthetase
5 1.49 uvrB excinuclease ABC subunit B
6 1.66 gyrB DNA gyrase subunit B
7 1.72 ftsK FtsK
8 1.76 nifZ pyridoxal-phosphate dependent aminatienase
9 1.87 yjbC hypothetical protein L112952
10 1.92 pknB serine/threonine protein kinase
11 1.93 purD phosphoribosylamine-glycine ligase
12 1.94 gnQ glutamine ABC transporter ATP-bindprgtein
13 1.97 yeaE hypothetical protein L6615
14 1.98 rcfB transcription regulator
15 2.14 pepM methionine aminopeptidase
16 2.15 yiiE flavodoxin
17 2.17 yeaD DNA replication intiation control peot YabA
18 2.17 ftsA FtsA
19 2.18 yjaE hypothetical protein L103741
20 2.20 atpD FOF1 ATP synthase subunit beta
21 2.21 yraE hypothetical protein L106425
22 2.22 dacB D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
23 2.25 trxB2 thioredoxin reductase
24 2.25 folD cyclohydrolase
25 2.28 nifS pyridoxal-phosphate dependent aminefemase
26 2.33 murl glutamate racemase
27 2.33 yteB hypothetical protein L125707
28 2.34 mtsA manganese ABC transporter substratirg protein
29 2.35 yjiF hypothetical protein L189428
30 2.35 ftswil Ftsw1
31 2.42 yccG hypothetical protein L26400
32 2.42 yiiB hypothetical protein L81441
33 2.49 yudJ hypothetical protein L20683
34 2.52 ditD D-alanine transfer protein
35 2.53 COIA CoiA
36 2.53 pheT phenylalanyl-tRNA synthetase subugtia b
37 2.56 pi348 single strand binding helix destalitj protein
38 2.58 rgrB GntR family transcription regulator

LOPEZ KLEINE Liliana/ 2008 / AgroParisTech

195




Détermination du réle de peptidases bactériennes/8Annexes

39 2.58 pyrR pyrimidine regulatory protein PyrR
40 2.59 ygbG ribonuclease Z
41 2.59 yudL hypothetical protein L22691
42 2.60 ung uracil-DNA glycosylase
43 2.62 ybdD hypothetical protein L132712
44 2.66 yxfB hypothetical protein L141634
45 2.68 ylfD hypothetical protein L154225
46 2.70 mtsB manganese ABC transporter ATP bingiogein
47 2.73 ZitQ zinc ABC transporter ATP binding piote
48 2.75 ydjD hypothetical protein L195751
49 2.77 cdd cytidine deaminase
50 2.79 bmpA basic membrane protein A
51 2.82 mfd transcription-repair coupling factor
52 2.83 serS seryl-tRNA synthetase
53 2.87 yQiE hypothetical protein L100263
54 2.95 yngF sugar ABC transporter permease protein
55 2.97 aroA 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltfarese
56 2.99 yqgE transporter
57 3.00 prmA ribosomal protein L11 methyltransferas
58 3.00 yngE sugar ABC transporter ATP binding @irot
59 3.01 mutS MutS
60 3.01 pcrA ATP-dependent helicase PcrA
61 3.01 recD exodeoxyribonuclease V alpha chain
62 3.02 ytdC hypothetical protein L118668
63 3.03 comFA ComFA
64 3.04 ygil hypothetical protein L87336
65 3.07 holB DNA polymerase Il subunit delta’
66 3.09 miaA tRNA delta(2)-isopentenylpyrophosphedasferase
67 3.12 yudK hypothetical protein L21717
68 3.13 gcp O-sialoglycoprotein endopeptidase
69 3.14 yheB hypothetical protein L141547
70 3.17 yhdC acetyl transferase
71 3.17 ftsE cell-division ATP-binding protein
72 3.18 yejl hypothetical protein L99502
73 3.18 priA primosome assembly protein PriA
74 3.18 aspB aspartate aminotransferase
75 3.19 ftsQ FtsQ
76 3.20 ylcC hypothetical protein L125196
77 3.21 pfs 5'-methylthioadenosine/S-adenosylhosteaye nucleosidase
78 3.22 aspS aspartyl-tRNA synthetase
79 3.22 ysgC hypothetical protein L52064
80 3.23 smc chromosome segregation SMC protein
81 3.24 yeeE hypothetical protein L44542
82 3.24 glk glucose kinase

13.1.18 CopR

position distances géne fontion de la protéine

1 1.23 plpC outer membrane lipoprotein precursor
2 1.41 ybal glycosil transferase
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3 1.90 ysbA hypothetical protein L194765

4 1.90 yedE hypothetical protein L37338

5 1.93 xerS site-specific tyrosine recombinase XerS
6 1.94 ybiC hypothetical protein L183216

7 2.08 yjcF hypothetical protein L126819

8 2.08 yrbD hypothetical protein L113400

9 2.10 pstF phosphate ABC transporter substratéifgjrprotein
10 2.10 dexB alpha 1-6-glucosidase

11 2.14 ybfB hypothetical protein L159400

12 2.19 yhdC acetyl transferase

13 2.21 yidB cellobiose-specific PTS system IIC poment
14 2.21 pbp2A penicillin-binding protein 2a

15 2.29 rgrB GntR family transcription regulator

16 2.30 yifl hypothetical protein L157321

17 2.33 ypiB transporter

18 2.36 pStE phosphate ABC transporter substratdirig protein
19 2.36 yhgC transcription regulator

20 2.36 yieH hypothetical protein L48341

21 2.37 ysiD hypothetical protein L68066

22 2.41 dacA D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase
23 2.42 yvel hypothetical protein L131806

24 2.43 ykiD hypothetical protein L84937

25 2.44 ytcE hypothetical protein L112263

26 2.45 yfiB transposon-related protein

27 2.46 yrbl transcription regulator

28 2.48 parE DNA topoisomerase IV subunit B

29 2.50 yqaD hypothetical protein L5610

30 2.50 ylbA ABC transporter ATP-binding protein
31 2.50 yngB fibronectin-binding protein

32 2.51 Xpt xanthine phosphoribosyltransferase

33 2.52 comEC ComEC

34 2.53 yxdC cation-transporting ATPase

35 2.54 yvdA hypothetical protein L114054

36 2.54 yfiE flavodoxin

37 2.56 ywaF glycosyltransferase

38 2.57 aroK shikimate kinase

39 2.58 nagA N-acetylglucosamine-6-phosphate dglaset
40 2.60 ptcC cellobiose-specific PTS system IIC gonent
41 2.60 yrgE hypothetical protein L148513

42 2.60 yuaB hypothetical protein L185224

43 2.61 plpD outer membrane lipoprotein precursor
44 2.61 ypcB hypothetical protein L121071

45 2.62 xseB exonuclease VII small subunit

46 2.62 yhbF hypothetical protein L115789

a7 2.63 ysgC hypothetical protein L52064

48 2.64 ung uracil-DNA glycosylase

49 2.65 pi360 integrase

50 2.67 fhuR fhu operon transcription regulator

51 2.72 pbplB penicillin-binding protein 1B

52 2.72 ywaG lipopolysaccharide biosynthesis protei
53 2.72 rgpB rhamnosyltransferase

54 2.75 yheD hypothetical protein L143879
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55 2.76 ps316 integrase

56 2.77 xylH 4-oxalocrotonate tautomerase

57 2.77 ylbB ABC transporter permease protein

58 2.79 groEL chaperonin GroEL

59 2.79 ylcC hypothetical protein L125196

60 2.79 recA recombinase A

61 2.80 hasC UTP-glucose-1-phosphate uridylyltienasie

62 2.81 yjaB hypothetical protein L102093

63 2.82 htrA exported serine protease

64 2.83 parC DNA topoisomerase IV subunit A

65 2.84 ywil transcription regulator

66 2.86 yliF hypothetical protein L184880

67 2.86 polA DNA polymerase |

68 2.87 yxdB hypothetical protein L117205

69 2.88 yeiE hypothetical protein L85854

70 2.89 noxE NADH oxidase

71 2.89 yfiC acylphosphate phosphohydrolase

72 2.89 yrjE transport permease

73 2.90 ydbF transcription regulator

74 2.90 xerD site-specific tyrosine recombinaseDxkke protein
75 291 ssbA single-strand DNA-binding protein

76 291 pfs 5'-methylthioadenosine/S-adenosylhosteaye nucleosidase
77 2.92 uvrB excinuclease ABC subunit B

78 2.94 yqjD hypothetical protein L98109

79 2.95 recN DNA repair protein RecN

80 2.95 ynbB hypothetical protein L110441

81 2.96 pepDA dipeptidase

82 2.97 ysfD regulatory protein

83 2.98 yhcB hypothetical protein L122299

84 2.99 ylfD hypothetical protein L154225

85 3.00 ygbG ribonuclease Z

86 3.00 pepDB dipeptidase

87 3.01 malE maltose ABC transporter substrateiingrotein
88 3.02 murE UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutam&e-diaminopimelate ligase
89 3.02 yfgL hypothetical membrane protein

90 3.04 tag DNA-3-methyladenine glycosidase |

91 3.04 yidC beta-glucosidase

92 3.05 yliA positive transcription regulator

93 3.08 yufA hypothetical protein L34138

94 3.10 yabA transcription regulator

95 3.10 yqgE transporter

96 3.10 yfiA hypothetical protein L189883

97 3.13 ywdE transcription regulator

98 3.13 yddD hypothetical protein L133932

99 3.14 ytcB hypothetical protein L104285

100 3.14 yceE hypothetical protein L41779

101 3.16 yvhA hypothetical protein L154438

102 3.17 yvdF amino acid ABC transporter substoaiding protein
103 3.22 ybaA hypothetical protein L101209

104 3.24 rliC transcription regulator
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