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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES DE LA VIE ET DE LA TERRE

Etude de la variabilité intra-espece chez
Escherichia coli

Jérémy GLODT

Le

L’espece E.coli se caractérise par une grande versatilité et une flexibilit¢é métabolique qui
lui permettent de coloniser de nombreuses niches. Pour étudier cette diversité, nous avons
reconstruit et comparer les réseaux métaboliques de 14 souches a partir de leur génome. Nous
montrons que leur métabolisme différe principalement par les voies de dégradation des
nutriments. L’étude des capacités nutritionnelles réalisée chez 153 souches a montré une forte
disparité et une absence de spécialisation dans I’utilisation des sources de carbone. Les
différences observées entre les données expérimentales et les prédictions traduisent des effets de
régulation et/ou d’épistasie. Ces €tudes ont permis d’identifier les voies de dégradation
impliquées pour chaque substrat et d’utiliser la reconstruction des réseaux métaboliques des
souches pour prédire la croissance. Pour étudier les stratégies adaptatives des E.coli commensaux
et pathogenes, 5 souches ont été cultivées dans 4 milieux différents (LB, urine, glucose et
gluconate) et leur contenu en protéines a été analyse. Méme si les ressources disponibles dans le
milieu conditionnent 1’orientation générale du métabolisme, nous montrons la présence de
réponses métaboliques particulieres qui pourraient étre importantes pour la survie et la
colonisation. Le milieu glucose se caractérise par une forte demande en fer et I’urine par une
réponse oxydante. Dans une autre étude, nous avons étudié ce déséquilibre entre la réponse
oxydante et antioxydante durant la croissance dans urine chez 21 E.coli en mesurant les
dommages oxydatifs au niveau des lipides membranaires. Nous montrons que certaines souches
pourtant bien adaptées a ce milieu per¢oivent I’urine comme un environnement stressant. Le
niveau accru de ROS peut étre responsable de mutations adaptatives. Un systéme de défense
antioxydant plus actif pourrait accroitre la capacité de coloniser la vessie. La diversité des
réponses observées traduit ’importance des mécanismes de régulation dans 1’adaptation des
bactéries a leurs biotopes. Nos travaux futurs viseront a étudier ces mécanismes.

MOTS-CLES : Escherichia coli, adaptation, flux métabolique, stress oxydant, régulation.
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Liste des abbreviations
% : Pour cent
[E] : concentration enzymatique
[Prot] : concentration protéique
[S] : concentration en Substrat
°C : degrés Celcius
LLg : microgramme
pL : microlitre
pum : micrometre
UM : micromolaire
%o : Pour mille
1/100 : un centiéme
1/10000 : un dix millieme
2-KDPG : 2-keto-3-désoxyphosphogluconate
2-KG: 2-ketoglutarate
3PG : 3-phosphoglycérate
6PG : 6-phosphogluconate
6PGDH : 6-phospho-gluconate deshydrogénase
A : milieu minimum gluconate
ABC : adénosine triphosphate binding cassette
ABU : bactérie urinaire asymptomatique
Ac : anticorps
AcCoA : acétyl coenzyme A
acetyl-P : acetyl phosphate
Ack : acétate kinase
ACP : analyse en composante principale
Acs : Acétyl-Coenzyme A synthétase
ADN : acide désoxyribonucléique
AES : activité enzymatique spécifique
AhpC : alkyl hydropéroxidase C
al : alii
AMP : adenosine monophosphate
ANOVA : analyse de variance
AOA : acide oxaloacétique
AS : activité spécifique
ATP : adénosine triphosphate
BHT : hydroxytoluene butylé
CAS : chrome azurol S
CIT : citrate
cm : centimetre
CO; : dioxide de carbone
CoA : coenzyme A
DAEC : E. coli a adhérence diffuse
dg : distance génétique
DHAP : dihydroxyacétone phosphate
DHB : 2,3-dihydroxybenzoate



DNTB : acide 5,5’dithiobis 2-nitrobenzoate
DO : densité optique

dp : distance phénotypique

E : enzyme

E. coli : Escherichia coli

E. fergusoni : Escherichia fergusoni
EAEC : E. coli entéro-aggregatifs

EC : Enzyme Commission

ECOR : E. coli reference collection

ED : voie d’Etner Doudoroff

EHEC : E. coli entéro-hémorragique
EIEC : E. coli entéro-invasive

EPEC : E. coli entéro-pathogeénes

ETEC : E. coli entéro-toxinogenes
EXPEC : E. coli pathogene extraintestinale
F-1,6-BP : fructose-1,6-biphosphate
F1,6P : fructose 1,6-biphosphate

F6P : D-fructose-6-phosphate

FAD : flavine adénine dinucléotide
FADHj; : flavine adénine dinucléotide oxydé
FBA : fructose-biphosphate aldolase
FBP : fructose-1-6-biphosphatase

FUM : fumarate

G : milieu minimum glucose

G3P : glycéraldéhyde 3-phosphate

G6P : D-glucose-6-phosphate

G6PDH : glucose-6-phosphate deshydrogénase
GA : gluconate

Glc : glucose

Glk : glucokinase

GItA : citrate synthase

Gor : glutathion oxydoréductase

GSH : glutathion réduit

GshA : -glutamylcysteine synthase
GshB : glutathion synthase

GSSH : glutathion oxydé

h : heure

HPI : hydroxypéroxidase I

HPII : hydroxypéroxidase II

ICL : isocitrate lyase

ICT : isocitrate

IDH : isocitrate déshydrogénase

InPEC : E. coli pathogene intra intestinal
IS : sequence d’insertion

Kcat : constante de catalyse

Ky : constante de Michaelis-Menten

L : litre



lag : temps de latence

LB : Luria Bertani

LDA : analyse discriminante linéaire

LDH : lactate déshydrogénase

M : molaire

MAL : malate

MDA : malondialdehyde

MDH : malate déshydrogénse

MEZ : enzyme malique

mg : milligramme

min : minute

mL : millilitre

MLEE : multilocus enzyme electrophoresis
MLST : multilocus sequence typing

mM : millimolaire

Mol : mole

NaCl : chlorure de sodium

NADH; : nicotinamide adénine dinucléotide oxydé
NADP" : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NADPH; : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydé
nm : nanometre

nmole : nanomole

PBS : tampon phosphate salin

Pck : phosphoenolpyruvate carboxykinase

PEP : phosphoenolpyruvate

PFK : 6-phosphofructokinase

PGl : glucose-6-phosphate isomérase

PGP : 1,3 biphosphoglycérate

pH : potentiel hydrogéne

POX : pyruvate oxydase

PPC : phosphoenolpyruvate carboxylase

Pta : phosphotransacétylase

PTS : phosphoénolpyruvate-glucose transférase systéme
Pyk : pyruvates kinase

PYR : pyruvate

R : milieu urine

R5P : ribose 5-phosphate

rmax : taux de croissance maximal

ROS : espece réactive avec 1’oxygeéne

rpm : rotation par minute

Ru5P : ribulose 5-phosphate

s : seconde

S : substrat

SOD : superoxyde dismutase

SUC : succinate

TBARS : thiobarbituric acid reactive substances
TBS : tampon tris salin



TCA : cycle de Krebs

TPI : triose phosphate isomérase
UPEC : E. coli uropathogeéne
USA : United State of America
UTI : urinary tract strains

Vv : vitesse

Vmax : vitesse maximale

XS5P : xylulose 5-phosphate



1. Diversité dans ’espéece Escherichia coli

L'espéce bactérienne E. coli a été décrite par le médecin allemand Théodor Escherich
(1857-1911) qui, en 1885, publia ses travaux sur un court batonnet a Gram négatif présent dans
les matieres fécales et l'intestin d'enfant. Cette espéce bactérienne fut baptisée Bacillus coli
commune, puis renommeée, en 1919 sur proposition et en 1958 officiellement, Escherichia coli,
sur recommandation du Comité de Nomenclature de ' Association Internationale des Sociétés de
Microbiologie.

A- Diversité écologique de ’espéce E. coli

1. E. coli : commensal du tube digestif

On retrouve principalement E. coli dans le tube digestif des vertébrés a sang chaud et des
reptiles. D’un point de vue quantitatif il s’agit de 1’espéce la plus importante parmi les bactéries
aérobies du tube digestif. Chez I’Homme, la concentration de E. coli est comprise entre 10" et
10° par gramme de féces ce qui représente 1/100 ou 1/10000 des bactéries totales par gramme de
feces (Berg et al., 1996). E. coli est I’'une des premicéres bactéries a coloniser le tube digestif des
nouveaux nés quelques heures apres la naissance au niveau du mucus qui recouvre 1’épithélium
intestinale (Alteri et al., 2009). Pour cela, elle est qualifiée de commensale.

Néanmoins ’espece dans I’intestin peut également étre qualifiée de mutualisme, celle-ci
trouvant les nutriments nécessaires a sa croissance mais jouant également un réle important pour
I’hote comme la synthése de vitamine K, la lutte contre des agents pathogenes et la stimulation du
systéme immunitaire.

E. coli utilise préférentiellement les sucres et notamment le gluconate dans le tube digestif
(Chang et al., 2004). La consommation de cette source de carbone est maximale dans des
conditions d’anaérobiose ou de microaérobiose, qui sont les conditions habituelles de vie des
bactéries dans I’intestin (Jones et al., 2007, Peekhaus et al., 1998). Cette capacité a utiliser
certaines sources de carbones lui permettrait une implantation et une colonisation de cette niche
de facon hautement spécifique (Kaper et al., 2004). Néanmoins E. coli est susceptible d’utiliser
d’autres sources de carbone pour sa croissance dans le tube digestif comme le mannose, le
galactose et le fucose. Des travaux sur les sources de carbone dans le tube digestif ont montré un
lien entre la virulence ou le commensalisme de la souche et ses capacités a utiliser certaines
sources de carbone.

2. E. coli : présence dans I’environnement

E. coli est retrouvé dans I’environnement ou sa présence est associée a un facteur de
contamination fécale. Des travaux récents montrent que cette présence peut mettre en évidence
un mode de vie différent et des capacités d’adaptation importante (Power et al., 2005). Parmi les
10 souches de E. coli estimées, 10'° proviendraient d’organismes vivants et 10'” seraient des
souches de I’environnement (Savageau et al., 1983). Les conditions climatiques et nutritionnelles
de I’environnement permettraient a certaines de ces souches de survivre et de se multiplier.
Récemment, des souches de E. coli qui d’un point de vue génétique sont trés éloignés des
souches commensales du tube digestif ont été isolées dans I’eau de lacs australiens renfor¢ant
I’idée que E. coli est aussi un saprophyte de I’environnement (Power et a/., 2005).




3. E. coli : espéce de laboratoire
E. coli est le procaryote le mieux étudié en recherche. La souche de référence est

E. coli K-12 qui a servit de modele pour 1’accumulation des connaissances en génétique,
physiologie, biologie moléculaire et biochimie. Il s’agit également du premier E. coli a avoir son
génome compleétement séquencé en 1997 (Blattner et al., 1997). Historiquement, E. coli K-12 a
été isolé de feces d’un patient atteint d’une diphtérie en 1922 a Palo Alto (USA) (Hobman et al.,
2007). Cette souche a été conservée plusieurs années a I’université de Stanford avant d’étre
utilisée comme souche de référence par Charles Clifton puis Edward Tatum dans les années
1940. Elle a évoluée sous I’effet des ultraviolets et d’une croissance dans différents milieux
(gélose au sang ou en présence d’acridine orange). Plusieurs souches dérivent de cette souche de
référence dont E. coli K-12 MG 1655 qui est étudiée dans notre laboratoire. Depuis, de nouveaux
génomes de E. coli ont été séquencés et ont mis en évidence une grande diversité au sein de
I’espéce. E. coli est habituellement étudi¢ en milieu riche, milieu LB (Luria Bertani) ou en milieu
minimum glucose. Ces conditions expérimentales sont tres ¢loignées des habitats naturels de E.
coli qui sont le tube digestif, ’'urine ou 1’eau. Le milieu de vie étant susceptible d’influencer
I’expression des génes de virulence, il est nécessaire que les souches soient étudiées dans des
conditions mimant au mieux leur « style de vie » (Dougan et al., 2009).

4. E coli : espece pathogene

Il ne serait pas rigoureux de séparer les souches pathogenes des souches commensales car
elles partagent toutes, méme pour une courte durée, le méme habitat qui est I’intestin de
I’Homme et des animaux a sang chaud. Néanmoins d’un point de vue médical, il est nécessaire
de les distinguer. Tout en étant moins nombreuses que les souches commensales et saprophytes,
les souches pathogenes posent des problémes de santé publique dans les pays en développement
comme dans les pays riches (Kosek et al., 2003). La majorité des souches sont des pathogénes
facultatifs de ’'Homme et des animaux domestiques, a 1’exception des souches de E. coli entéro-
invasives (EIEC) et Shigella qui sont des pathogenes obligatoires (Nataro et al., 1998).
E. coli intervient dans le décés de deux millions de personnes par an dans le monde (Russo et al.,
2003). Il provoque aussi bien des infections intestinales comme les diarrhées infantiles que des
infections extra-intestinales comme les infections urinaires (cystites et pyélonéphrites) (Kosek et
al., 2003, Russo et al., 2003). Les E. coli pathogenes intestinales sont appelés INnPEC (intestinal
pathogenic E. coli) et les E. coli pathogénes extra-intestinales sont appelés ExPEC
(extraintestinal pathogenic E. coli). On distingue six pathovars au sein des InPEC :
- les E. coli entéro-toxinogenes (ETEC),
- les E. coli entéro-hémorragique (EHEC),
- les E. coli entéro-invasifs (EIEC) et les Shigella,
- les E. coli entéro-pathogenes (EPEC),
- les E. coli a adhérence diffuse (DAEC)
- et les E. coli entéro-aggregatifs (EAEC) (Nataro et Kaper, 1998)
On distingue deux pathovars au sein des EXPEC
- les E. coli uropathogenes (UPEC)
- les E. coli responsables de méningite (meningitidis associated E. coli : MAEC)

L’infection par des E. coli pathogénes se déroule en plusieurs étapes qui sont la
colonisation d’une muqueuse, 1’échappement aux systemes de défense de I’hote puis la



multiplication dans ce site, voire la dissémination vers d’autres sites, ce qui entraine différents
dommages a I’hote (Kaper et al., 2004).



B- Diversité génomique de I’espéce E. coli

Dans le but d’étudier les raisons de ce polymorphisme écologique et afin de tenter de
différencier les souches pathogénes des souches commensales, plusieurs travaux ont été réalisés
sur le génome de 1’espéce E. coli, permettant de mieux comprendre les déterminants de
I’expression de la virulence.

1. La collection ECOR : collection représentative de I’espéce

Afin de représenter la diversité de 1’espéce E. coli, plusieurs collections ont été
rassemblées. La collection ECOR (« E. coli reference collection ») est la plus étudiée. Elle a été
établie a partir de 2600 isolats naturels par Ochman et Selander en 1984 et est composée de 72
souches provenant de zones géographiques différentes (USA, Suéde, Bali, Indonésie, Nouvelle-
Guinée, Iles Tonga). Parmi ces souches, 61 proviennent de la flore fécale de sujets saints
(humains ou espéces animales) et 11 souches isolées au cours de cystites ou de pyélonéphrites
aigues chez I’humain (Ochman et al., 1984). Les souches ont été sélectionnées d’apres leur
variabilité électrophorétique pour 11 enzymes métaboliques, déterminées par électrophorese en
gel d’amidon lors d’étude de multilocus enzyme electrophoresis (MLEE), et pour leur diversité
d’hotes (diversité d’espece et diversité d’origine géographique). Des travaux antérieurs ont permi
de générer d’importantes données génétiques et phénotypiques et conforter 1’idée que cette
collection est représentative de la diversité génétique et phénotypique de I’espece.

2. La notion de « core » génome et de « pan » génome

Au sein de I’espece E. coli, la taille du génome varie entre 4068 geénes et 5379 geénes ce
qui représente une variation de plus de 1000 genes entre 2 souches. Cette différence correspond a
environ 500 protéines (Touchon et al., 2009). Lors de la comparaison des 2 premiers génomes
séquencés de E. coli (E. coli K-12 et E. coli O157:H7), il a été montré que seulement 30% des
geénes sont communs aux deux souches (Perna et a/., 2001). Dix neuf autres génomes ont été
séquenceés plus récemment et ceci a permis de confirmer et de préciser ces données : une souche
de E. coli possédant 4721 geénes dans son génome posseéde 1976 génes en commun avec toutes les
souches dont le génome a été séquencé (Hendrickson et al., 2009). Ces génes communs
composent le «core » génome. Les autres génes sont variables d’une souche a I’autre. L. ensemble
des génes communs et des génes variables est appelé « pan » génome. Actuellement 21 génomes
de E. coli sont séquencés et le « pan » génome correspondant a ces génomes contient 17838
genes.

Les génes du « pan » génome variables d’une souche a I’autre sont des ¢léments mobiles
comme des séquences d’insertion (IS) ou des prophages mais peuvent également étre des facteurs
de virulence (Touchon et al., 2009). Cette notion de « core » et de « pan » génome est
extrémement importante et renforce 1’idée qu’une seule souche ne peut pas étre représentative
d’une espéce (Hobman et al., 2007). Cette variabilité génétique contribue a la diversité
phénotypique observée au sein de I’espéce et également une variabilité allélique toujours possible
au sein du « core » génome.

3. La structure phylogénétique de 1’espéce E. coli
Les premiéres données d’analyse de la phylogénie de I’espéce E. coli ont été effectuées
par MLEE faisant intervenir 38 enzymes. Dans un second temps les analyses ont été réalisées sur




des données de MLST (Multi Locus Sequence Typing) de 72 souches de la collection ECOR.
Ainsi quatre groupes phylogénétiques principaux ont ét¢ déterminés (A, B1, B2 et D) et deux
groupes accessoires (C et E) (Herzer et al., 1990, Selander et al., 1987). Le groupe D peut étre
séparé en deux groupes, un groupe D et un groupe F, phylogénétiquement proche des B2
(Jaureguy et al., 2008). Depuis peu, un arbre phylogénétique robuste réalisé sur les données les
plus complétes disponibles a été obtenu a partir de 1878 geénes du « core » génome (Touchon et
al., 2009)

Les résultats des analyses phylogénétiques de ’espéce E. coli laissent supposer que le
groupe le plus ancien, apparu il y a 40 millions d’années serait le groupe B2. Le groupe D se
serait ensuite distingué puis seraient apparut les groupes A et Bl (Lecointre et al., 1998). Les
souches de Shigella et entéro-hémoragiques O157:H7 sont regroupés coupant 1’arbre en deux
avec d’une part les groupes B2 et D et d’autre part les groupes A et Bl (Escobar-Paramo et al.,
2003, Pupo et al., 2000).

Une étude plus approfondie de la diversité génétique a pu mettre en évidence une grande
diversité au sein du groupe B2 que I’on peut diviser en 9 sous-groupes (Touchon et al., 2009).
Parmi les 9 sous-groupes définis au sein du groupe B2 par Le Gall et al. en 2007, les souches des
sous groupes II et IX seraient le plus souvent associées aux urosepsis (Jaureguy et al., 2008).

I1. La voie métabolique

A- La réaction enzymatique

Une enzyme est un catalyseur biologique qui accélere la transformation d’un métabolite
en un autre par diminution de 1’énergie d’activation nécessaire a cette réaction. Les enzymes
augmentent la vitesse des réactions mais n’affectent en aucun cas leur constante d’équilibre :
elles interviennent dans le mécanisme réactionnel mais pas dans 1’équation bilan. Il existe un
grand nombre de réactions chimiques spontanées entre métabolites permettant la production de
composés variés. A I’inverse, une réaction enzymatique est en général spécifique et permet la
production d’un produit en particulier a partir d’un ou plusieurs métabolites. Néanmoins plusieurs
enzymes, sont capable de catalyser la méme réaction : on parle dans ce cas d’isoenzymes. Les
enzymes sont classées en catégories en fonction du type de réaction qu’elles catalysent.

B- La cinétique enzymatique

Une réaction enzymatique est souvent caractérisée par sa vitesse de formation des
produits ou de consommation des substrats, appelée également flux lorsqu’il y a succession de
réactions enzymatiques au sein d’un métabolisme. La vitesse d’une réaction est déterminée par la
quantité de substrat consommé en fonction du temps dans un volume donné et s’exprime en mole
par litre et par seconde (mol.L™.s™). La vitesse d’une réaction dépend de plusieurs facteurs. En
1913, Léonor Michaelis, biochimiste allemand, et Maud Menten, médecin canadienne, ont
proposé un modele simple exprimant la vitesse d’une réaction enzymatique en fonction de la



concentration enzymatique [E], de la concentration de substrat [S] et de deux paramétres
enzymatiques. Ce modele repose sur un schéma réactionnel simple dans lequel le substrat S se lie
de manicere réversible a I’enzyme E avant d’étre transformé irréversiblement en produit P :

E+SE-SE+P

ou K1, K-1 et Kcat sont des constantes de vitesse des réactions ¢lémentaire. Il y a une relation
entre la vitesse de réaction v et la concentration de substrat [S] qui est hyperbolique et exprimée
par 1I’équation de Michaelis-Menten :

ou Ky est la constante de Michaelis-Menten et Vmax la vitesse maximale. La vitesse maximale
correspond a la vitesse de transformation la plus rapide d’un substrat présent en quantité saturante
en produit au cours du temps pour une enzyme donnée et dans les conditions de
I’expérimentation.

Elle est proportionnelle a la concentration enzymatique et traduit 1’efficacité de la catalyse :

Vmax = Kcat[E]

ou [E] est la concentration enzymatique et Kcat la constante de catalyse. La vitesse maximale est
exprimée en nombre de moles de substrat converties par unité de temps et de volume (mol.L™.s”
1. La constante de Michaelis-Menten Ky correspond 4 la concentration de substrat pour laquelle
la vitesse de la réaction vaut la moitié¢ de la vitesse maximale. La Km refléte 1’affinité de
I’enzyme pour son substrat. Plus la Ky est faible et plus I’enzyme a une sensibilité élevée et
réagit a de faibles concentrations de substrats.

Toutes les enzymes n’ont pas une cinétique Michaelienne et beaucoup suivent des
schémas réactionnels plus complexes. C’est le cas des enzymes allostériques qui ont des
parametres cinétiques tels que la relation entre la vitesse de réaction et la quantité de substrat est
une sigmoide et non une hyperbole.

C- La régulation métabolique

Pour croitre de la meilleure fagon possible, un organisme doit s’adapter aux conditions du
milieu extérieur et doit ainsi réguler les flux de ses différentes réactions métaboliques en fonction
des capacités et des besoins de la cellule. Il existe trois principaux mécanismes de régulation
(Neidhardt et al., 1990). Le premier consiste a jouer sur la concentration enzymatique. La Vmax
étant dépendante de cette concentration est alors modifiée ce qui modifie également la vitesse de
réaction. Un organisme est capable de faire varier la vitesse de production de certaines de ses
enzymes par activation ou inhibition de la transcription en réponse a des régulateurs globaux ou
spécifiques. Il existe également des mécanismes de régulation de la dégradation des enzymes.
Ainsi, en fonction des nutriments présents dans leur environnement, les bactéries ne vont pas
utiliser les mémes voies métaboliques. Cette régulation peut alors donner un avantage adaptatif
ce qui a été montré sur des souches de
E. coli évoluant dans des milieux contenant des concentrations de substrat variables (Deket et al.,



2005). Le deuxieme mécanisme de régulation est la liaison réversible d’un effecteur. Dans cette
situation, il y a liaison entre 1’enzyme et une molécule, ce qui modifie la conformation de
I’enzyme et modifie alors les parameétres enzymatiques tel que la Ky ou la Kcat. Le dernier
mécanisme de régulation est I’activation ou I’inactivation de I’enzyme par liaison covalente. Ceci
est effectué par une enzyme extérieure qui va par exemple phosphoryler, déphosphoryler ou
acétyler les enzymes a réguler (Wang et al., 2010). Ces différents mécanismes de régulation ont
non seulement un role de controle des flux métaboliques mais également un role d’économie des
ressources en ne synthétisant les enzymes qu’aux moments adéquats par exemple (Zaslaver et al.,
2004).

I11. Métabolisme central de E. coli

Au sein du métabolisme central on peut distinguer deux type de voies : les voies
anaboliques qui sont les voies de biosynthése et les voies cataboliques qui sont les voies
d’approvisionnement en précurseurs métaboliques. Le caracteére anabolique ou catabolique d’une
voie métabolique dépend du substrat majoritaire du milieu de croissance. Une méme enzyme peut
a la fois participer soit a des réactions anaboliques ou des réactions cataboliques en fonction des
conditions de croissance. L’ensemble de ces deux voies est appelé métabolisme amphibolique
(Sanwal, 1970) mais le terme métabolisme central est le plus souvent utilisé. Comme nous allons
le voir, le classement des enzymes est schématique. C’est pour cette raison que tout au long de
notre travail, au profit de la clarté, nous parlerons uniquement de métabolisme central pour
I’ensemble des voies métaboliques (anaboliques et cataboliques) étudiées.

A- Role du métabolisme central

Le métabolisme central a trois grands rdles dans la cellule : il génére du pouvoir
réducteur sous forme de coenzymes réduits (NADH,, NADPH,, FADH,), de 1’énergie (ATP ou
autres molécules riches en énergie comme le phosphoénolpyruvate (PEP) ou I’acétyl-phosphate),
et des précurseurs pour les voies de biosynthése. Le métabolisme central est composé en quatre
grandes voies principales qui sont la glycolyse, la voie des pentoses phosphate, la voie d’Entner
Doudoroff et le cyle de Krebs. Il existe des réactions enzymatiques qui font le lien entre les voies
du métabolisme central et les précurseurs des voies de biosynthése. Ces réactions sont qualifiées
de réaction anaplérotiques

Il y a 13 métabolites précurseurs des voies de biosynthese : le glucose-6-phosphate, le
fructose-6-phosphate, le ribose-5-phosphate, 1’érythrose-4-phosphate, le sédoheptulose-7-
phosphate, le triose phosphate, le 3-phosphoglycérate, le phosphoenolpyruvate, le pyruvate,
I’acétyl-CoA, le 2-oxoglutarate, le succinyl-CoA et 1’oxaloacétate. Le tableau 2 résume les
précurseurs utilisés pour la synthése des acides aminés (Gottschalk, 1988).

La néoglucogénese, parfois qualifiée de voie du métabolisme intermédiaire, est une des
voies de biosynthése qui émerge du métabolisme cental (El-Mansi et al., 2006, Sabnis et al.,
1995). Beaucoup d’enzymes de la néoglucogénese et de la glycolyse sont communes (Gottschalk,
1988).



B- Les principales voies métaboliques du métabolisme central

1. La glycolyse

La glycolyse est I’ensemble des réactions qui permettent 1’oxydation du glucose-6-
phosphate en pyruvate (Gottschalk, 1988).

Dans la cellule bactérienne le D-glucose est essentiellement sous la forme phosphorylée
(D-glucose-6-phosphate). Le transport de cette molécule fait intervenir un transporteur dépendant
du phosphoenolpyruvate (PEP), appelé encore PTS pour phosphoénolpyruvate-glucose
transférase systéme.

Afin que les disaccharides comme le lactose ou le maltose soit pris en charge dans la cellule par
cette voie de la glycolyse, ces molécules sont phosphorylées par la glucokinase (Glk).
L’expression du gene glk codant pour cette enzyme est réprimée en présence de glucose dans la
cellule ainsi que par le régulateur transcriptionnel Cra (Meyer et al., 1997). La Glk est inhibée par
le PEP (Ogawa et al., 2007).

La glycolyse fait appel a neuf enzymes et abouti a la production de cinq précurseurs métaboliques
qui sont le D-glucose-6-phosphate, le D-fructose-6-phosphate, le 3-phosphoglycérate, le PEP et
pyruvate. Les activités des enzymes sont réversibles mises a part la 6-phosphofructokinase (PFK)
et la pyruvate kinase (Sabnis et al., 1995).

Au sein de la glycolyse, certaines réactions sont plus importantes que les autres car elles générent
des métabolites clés ou présentent des particularités. C’est le cas de la glucose-6-phosphate
isomérase (PGI) qui transforme de fagon réversible le D-glucose-6-phosphate (G6P) en D-
fructose-6-phosphate (F6P). Des travaux récents ont mis en évidence que la transcription du gene
pgi codant pour la PGI était sous la dépendance du régulateur transcriptionnel SoxRS. La
protéine SoxR posseéde un centre fer-soufre, qui, lorsqu’elle est oxydée se fixe au régulateur
transcriptionnel du géne soxS. Ceci aboutit a une production de protéines SoxS qui ont pour role
d’activer la transcription de plusieurs geénes ayant un role direct dans les mécanismes de défenses
antioxydante (Pomposiello et a/.,2001, Rungrassamee et al., 2008). L’activité¢ de la PGI est
inhibée de facon allostérique par le 6-phosphogluconate (Schreyer et al., 1980, Chassagnole et
al.,2002).

2. Le métabolisme du pyruvate

Au sein des voies métaboliques, on peut dire que le pyruvate se situe a un carrefour. En
effet il se trouve a I’interconnection de la glycolyse, du cycle de Krebs, des voies de fermentation
ainsi que du métabolisme de 1’acétate (figure 5). La dégradation du pyruvate dépend des
conditions d’aération du milieu de croissance. Dans des conditions d’aérobiose, celui-ci est
décarboxylé en acétyl-CoA par la pyruvate déshydrogénase. En abscence d’oxygéne le pyruvate
est transformé a la fois en acétyl-CoA et en formate par la pyruvate formate lyase ou en D-lactate
par la D-lactate déshydrogénase. Il est possible que le pyruvate soit transformé en PEP. Pour cela
il y a utilisation de la PEP synthétase. Cette enzyme réalise la réaction inverse permettant a partir
du pyruvate de produire du PEP utilisé pour la néoglucogénese. Pour se faire, cette réaction doit
hydrolyser une molécule d’ATP.

Le pyruvate est décarboxylé en acétate par ’action de la pyruvate oxydase (POX). Cette
enzyme est active lors de la transition de la phase exponentielle a la phase stationnaire et en




présence d’oxygene. Cette réaction nécessite 1’oxydation d’une molécule de FAD en FADH,
(Wolfe, 2005).

3. Réaction de liaison entre la glycolyse et le cycle de Krebs

L’enzyme qui assure le lien entre la glycolyse et le cycle de Krebs est la PEP carboxylase
(PPC), qui oxyde le PEP en oxaloacétate. Pour se faire cette réaction nécessite une molécule
d’ATP. La PPC est activée par le F-1,6-BP et son activité est inhibée par 1’aspartate et le L-
malate (Chassagnole et al., 2002). En présence de trop forte concentration en F-1,6-BP
(précurseur du PEP) et d’acétyl-CoA dans la cellule, I’activité de la PPC est augmentée afin
d’éviter une surcharge de précurseurs du cycle de Krebs.

4. Le cycle de Krebs

Le cycle de Krebs a deux grands roles dans la cellule : I’apport d’énergie sous forme
d’ATP par I’oxydation de ’acétyl-CoA en CO; et la réduction des coenzymes nécessaires au bon
fonctionnement de la chaine respiratoire. Le cycle de Krebs est trés lié aux réactions
anaplérotiques car il alimente les voies de biosynthése en précurseurs métaboliques a 4 carbones
(oxaloacétate, L-malate, succinyl-CoA, 2-oxoglutarate) (Neidhardt et al.,1990).

L’acétyl-CoA entre dans le cycle de Krebs en se joignant a I’oxaloacétate produit par
deux mécanismes : soit a partir du L-malate par la malate deshydrogénase, soit a partir du PEP
par la PPC.

La citrate synthase est ’enzyme qui permet I’association de 1’acétyl-CoA a 1’oxaloacétate pour
aboutir a la formation d’une molécule de citrate. Le 2-oxoglutarate qui est un intermédiaire
métabolique du cycle de Krebs mais également un précurseur d’acides aminés tels que la
glutamine, I’arginine et la proline inhibe de maniere compétitrice I’activité de la citrate synthase.
L’oxaloacétate est régénéré par une succession de réactions enzymatiques dont certaines
nécessitent des régulations spécifiques. C’est le cas de I’isocitrate déshydrogénase (IDH). Cette
enzyme catalyse la transformation de ’isocitrate en 2-oxoglutarate en libérant une
molécule de CO, et en réduisant une molécule de NADP® en DADPH+H'. Sa régulation
s’effectue par un mécanisme de phosphorylation-déphosphorylation d’une sérine au niveau de
son site actif. Lorsqu’il y a cette phosphorylation 1’isocitrate ne peut plus se fixer sur le site actif
ce qui entraine I’inhibition de I'IDH. Cette phosphorylation est effectuée par I'IDH
kinase/phosphatase dont I’activité est dépendante de la transcription du géne aceK codant pour
cette phosphatase (Stueland et al., 1988). Le géne aceK est situé sur I’opéron aceBAK a coté des
genes icl et mas codant respectivement pour 1’isocitrate lyase (ICL) et la malate synthétase qui
sont les 2 enzymes du shunt glyoxylique. L’activation de I’IDH kinase et de I’'ICL ainsi que
I’inhibition de I’'IDH sont donc associées. La transcription de 1’opéron aceBAK est activée par
Cra et IHF et réprimée par IcIR qui sont des régulateurs globaux (Prost et al., 1999, Cozzone et
al., 2005).

Il y a trois autres réactions dans le cycle de Krebs qui permettent la réduction de coenzymes. Ces
réactions sont catalysées par la 2-oxoglutarate déshydrogénase, la succinate déshydrogénase et la
malate déshydrogénase.

5. Le shunt glyoxylique

Il s’agit d’une voie anabolique ne créant pas d’énergie. Son but est d’éviter 1’oxydation
compléte des composés a 4 carbones en CO,, afin de produire du PEP ou de 1’oxaloacétate
nécessaire aux réactions de biosynthese. Pour se faire il y a deux réactions enzymatiques qui sont
les suivantes : la transformation de I’isocitrate en glyoxylate et succinate catalysée par I’isocitate




lyase (ICL) et la synthése du L-malate a partir du glyoxylate par la malate synthétase. Le shunt
glyoxylique est activée par tout substrat générant de 1’acétyl-CoA. L’isocitrate étant le substrat en
commun entre le cycle de Krebs et le shunt glyoxylique, ceux-ci sont en compétition. Comme
cela a été expliqué dans le paragraphe précédent, les systémes de régulation de I’ICL et de I'IDH
sont étroitement liés et dépendent du substrat préférentiel et de régulateurs transcriptionnels
(Kornberg, 1966, Saier et al., 1996).

6. La néoglucogénése

Il s’agit d’une voie de biosynthése dans laquelle la molécule de départ est I’acétyl-CoA
produit suite a différents précurseurs (glucidique, peptidiques et lipidiques) ou au niveau du cycle
de Krebs. Lorsque la cellule se trouve avec des besoins importants de biosynthése, 1’acétyl-CoA
peut rapidement former du malate grace a la malate synthétase du shunt glyoxylique. Le malate
va ensuite étre transformé en pyruvate par des réactions anaplérotiques. Du PEP peut ensuite étre
formé a partir du pyruvate par la PEP synthétase. Le PEP peut également étre formé via
I’oxaloacétate par la PEP carboxykinase, ceci colitant une liaison riche en énergie. Le PEP subit
les réactions inverses de la glycolyse ayant permis d’oxyder le F-1-6-BP en PEP qui sont
réversibles a I’exception de 2 réactions. La PEP synthétase permet la réaction inverse de la
pyruvate kinase et la fructose-1-6-biphosphatase permet la déphosphorylation du F-1-6-BP en
fructose 6-phosphate. Il a été montré que I’activité de la FBP était augmentée en présence de
gluconate (Peng et al., 2003).

A I’inverse de la glycolyse, certaines enzymes de la néoglucogénese, la Pck et la FBP sont
activées par le régulateur transcriptionnel Cra en présence de substrat de la néoglucogénese (Saier
etal., 1996).

7. La voie des pentoses phosphates

Cette voie permet la production d’intermédiaires métaboliques tels que le ribose-5-
phosphoribosyl-1-pyrophosphate, 1’érythrose-4-phosphate et le sedoheptulose-7-phosphate
nécessaires a la biosyntheése des nucléotides et d’acide aminés aromatiques. Elle permet
¢galement de générer du NADPH nécessaire aux réactions de biosynthese ainsi que la réduction
du glutathion oxydé. Le NADPH est nécessaire a 1’hydrogénation dans les réactions de
biosynthése comme agent réducteur.

Ce cycle est composé de deux parties. La premicre est dite oxydative : le glucose-6-
phosphate est oxydé en ribulose-5-phosphate. Dans la deuxieéme, le ribulose-5-phosphate est
réduit en fructose-6-phosphate et glycéraldéhyde-3-phosphate par 1’intermédiaire de
transaldolases et transcétolases. Le cycle des pentoses phosphates réduit deux molécules de
NADP" en NADPH + H' lors des réactions catalysées par la glucose-6-phosphate
deshydrogénase (G6PDH) et la 6-phospho-gluconate deshydrogénase (6PGDH).

Le NADPH inhibe de facon allostérique la G6PDH et la 6PGDH (Zaslaver et al., 2004). La
6PGDH est é¢galement inhibée par I’ATP. La G6PDH participe a la restauration des réserves
intracellulaires du NADPH (Pomposiello et al., 2001).

8. La voie d’Entner Doudoroff

Il s’agit de la voie qui permet de dégrader les sucres acides. Par ordre d’importance c’est
la seconde voie métabolique. L’utilisation de la voie d’Entner Doudoroff dépend de la source de
carbone présente dans I’environnement. E. coli utilise cette voie notamment en présence de
gluconate pour sa dégradation. Les deux enzymes clés de cette voie métabolique sont la 6-




phosphogluconate deshydratase qui transforme le 6-phosphogluconate en 2-kéto-3-désoxy-6-
phosphogluconate, et le 2-kéto-3-désoxy-6-phosphogluconate aldolase qui transforme le 2-kéto-
3-désoxy-6-phosphogluconate en 3-phosphoglycéraldéhyde. Le 6-phosphogluconate est issu de la
phophorylation du gluconate par I’intermédiaire de la gluconate kinase ou de I’oxydation du
glucose-6-phosphate par la glucose-6-phosphate déshydrogénase (Gottschalk, 1988).

IV- Les bactéries et le fer

Pour la plupart des formes de vie, le fer est indispensable car il s’agit d’un cofacteur
essentiel 2 de nombreuses réactions enzymatiques.

Le fer a un role dans de nombreuses réactions métaboliques et réactions biologiques via
son incorporation dans des protéines : les hémoprotéines. Celles-ci sont impliquées dans des
fonctions indispensables, comme par exemple : la photosynthése, 1’élimination des radicaux
libres et des peroxydes (peroxydase, superoxyde dismutase), la respiration (cytochrome) ou bien
la synthése d’ADN (ribonucléotides réductase). ..

A- Le fer, une denrée rare mais indispensable a la croissance bactérienne

Lors d’une infection bactérienne, la bactérie pathogene trouve tous les nutriments
nécessaires a sa croissance sauf le fer. Il est capable d’exister dans deux états d’oxydoréduction
en équilibre : sous forme réduite appelée fer ferreux (Fe*") soluble dans 1’eau et sous forme
oxydée appelé fer ferrique (Fe’") qui est insoluble et précipite a pH neutre dans 1’eau.

En trop grande quantité intracellulaire, le fer ferreux est toxique pour E. coli. En effet, en
entrant dans la bactérie, le Fe** est réduit en Fe’" par des réductases. L’excés de Fe*" réagit avec
I’H,0, produisant des radicaux libres toxiques selon la réaction de Fenton présente ci-apres.

Fe’" + H,0, ---> Fe*" + OH + OH"

Cette réaction produit des composés hydroxyles OH™ qui sont des ¢léments toxiques pour
la bactérie. Cette derniere posséde donc des systémes de défense antioxydant pour se protéger des
radicaux libres : il s’agit des catalases, peroxydases et superoxydes dismutases.

Les bactéries et plus particuliecrement les pathogénes ont du évoluer afin d’acquérir, de
transporter et de stocker le fer. Le processus de privation de fer a une bactérie infectante a déja
été¢ démontré comme étant un mécanisme de défense important de I’héte.

B- L’acquisition du fer par les bactéries

1. Acquisition directe

Les bactéries arrivent toutefois a se procurer du fer afin de se multiplier. Chez les
bactéries a Gram négatif, la source de fer doit traverser les deux membranes (externe et
cytoplasmique) constituant la paroi cellulaire en passant par le périplasme, afin d’étre utilisée par
la bactérie. Dans le cas du fer ferreux, le passage a travers la membrane externe peut se faire par
I’intermédiaire des porines jusqu’au périplasme. Ensuite, il est transporté dans le cytoplasme par
un transporteur spécifique codé par le géne efeO.

Le fer ferrique peut également entrer dans la bactérie lorsqu’il est complexé a des
protéines ou a des molécules chimiques. Dans ce dernier cas, il utilise des transporteurs




particuliers en fonction de I’¢lément qui le complexe : FecA, transporteur du citrate de fer et
FhuA, transporteur de ferrichrome.

2. Production de sidérophores

Les bactéries sont également capables de synthétiser et de sécréter des molécules
permettant de fixer et d’internaliser le fer ferrique. Ces molécules portent le nom de sidérophore.
Ils sont produits lorsque le milieu de croissance est déficient en fer. Tous micro-organismes
confondus produisent plus de 500 sidérophores différents. La production de sidérophores par les
bactéries n’est pas systématiquement un critére de virulence et inversement leur absence de
production ne signifie pas que la bactérie est non pathogene.

Deux grand types de sidérophores sont décrits chez E. coli. Ceux-ci sont classés au moyen
de leur mode de fixation au fer et du groupe fonctionnel donneur d’oxygeéne impliqué (Miethke et
al., 2007). Le premier groupe se compose des sidérophores de type phénolate-catécholate qui ont
une structure primaire dérivée du 2,3-dihydroxybenzoate (DHB); et sont représentés par
I’entérobactine. Les radicaux hydroxyles permettant la liaison avec le fer se trouvent sur des
noyaux adjacents catéchol. Le deuxiéme groupe comprend les sidérophores de type hydroxamate
comme la desferroxamine.

Depuis quelques années, il y a une accumulation de connaissances sur ces molécules et il
a été mis en évidence que plusieurs sidérophores portaient les caractéristiques d’au moins deux
groupes : on parlerait alors de type « mixte » (exemple : aérobactine).

Les sidérophores ont un pouvoir de liaison pour le fer assez fort au point de pouvoir le
complexer méme s’il est déja 1ié fortement a des molécules. Ceci permet aux microorganismes
synthétisants des sidérophores d’acquérir le fer a partir d’un milieu de culture.

Les complexes Fer-sidérophore franchissent la membrane externe par 1’intermédiaire de
récepteurs spécifiques : exemples : IutA, récepteur du complexe aérobactine-Fe’* ; fepA,
récepteur du complexe entérobactine-Fe’. Ces complexes sont reconnus et pris en charge par des
systemes de transport de type ABC (ATP binding cassette). Ils sont constitués d’une ou de
plusieurs protéines périplasmiques de liaison au substrat, d’'une ou deux perméases membranaires
et d’une ou deux ATP hydrolases, associées a la membrane cytoplasmique qui fournissent de
I’énergie au systeme (Faraldo-Gomez et Sansom, 2003).

En cas d’infection, les bactéries peuvent récupérer du fer au niveau de I’héme de 1’hote.
Certains E. coli possédent un géne chromosomique chuA (pour coli-haem-utilisation A) qui code
pour une protéine de membrane externe synthétisée lors d’une limitation en fer. Cette protéine
permet la fixation de I’héme (Torres et al., 1997). Ce geéne est présent chez tous les E. coli du
groupe phylogénétique B2 et D, ce qui en fait un marqueur génotypique.

L’entrée du fer dans le cytoplasme se fait ensuite par un systéme de transport de type
ABC. Ce systeme est TonB-dépendant. TonB a pour rdle d’apporter 1’énergie nécessaire a
I’internalisation de I’héme.

Une fois arrivé dans le cytoplasme, le Fe'' est libéré de son complexe et est
immédiatement pris en charge par une réductase qui le réduit en Fe*".
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