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AVANT-PROPOS

L’idée de ce polycopié est née de I’expérience d’enseigner le cours de plasticité
du génome bactérien a l'université de Larbi Ben M’Hidi a Oum EIl Bouaghi pour les
étudiants de deuxieme année Master de microbiologie. Ce polycopié est en réalité une
collection de notes de cous que j’ai essayé de développer, en se basant sur des revues
et des travaux pertinents dans la discipline de la plasticité du génome bactérien, et de
les rassembler afin de les rendre accessibles a un public plus large. 1l fournit une vue
d'ensemble et une introduction au domaine de la plasticité du génome bactériens en se
focalisant sur les mécanismes et les consequences biologiques des réarrangements

génomiques chez les bactéries.

La variation génétique entre les micro-organismes existe non seulement au
niveau des genes individuels mais également au niveau de la taille et de I'organisation
du génome. Elle peut affecter non seulement le contenu général du génome ou les
propriétés intrinseques des produits géniques, mais également les modeles d'expression
génique. Par conséquent, la plasticité du génome peut contribuer a I'adaptation

microbienne en réponse aux conditions environnementales changeantes.

Un des objectifs primordiaux de I'étude de la plasticité du génome bactérien est
I’exploitation de cette plasticité afin d’augmenter notre connaissance des mécanismes
impliqués dans I'évolution et I'adaptation des bactéries, ainsi que pour la mise au point
de diagnostics précis et d'interventions thérapeutiques opportunes contre les agents

microbiens pathogenes.

Dr. BENSLAMA Ouided
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Chapitre 1 Plasticité du génome bactérien : moteur de I’évolution

1. Concepts de I’évolution : macroévolution et microévolution

Les premiers micro-organismes sont apparus sur Terre il y a plus de trois
milliards d'années. A mesure que les étres humains se sont développés au cours des 1,5
million d’années écoulées, des agents pathogénes strictement humains peuvent étre
considérés comme de tres jeunes microbes. Néanmoins, le développement évolutif est

également observé chez ces microbes (Morschhéiuserl et al., 2000).

Le concept d’évolution est essentiel a la compréhension des changements du
génome microbien depuis I’apparition de la vie sur la Terre, ainsi que des questions
modernes telles que le développement de la résistance aux antibiotiques. L’évolution
des populations microbiennes peut étre gérer par un certain nombre de processus

notamment la sélection naturelle (Koskinieni, 2010).

Le processus fondamental de I'évolution par la sélection naturelle a été reconnu
pour la premiere fois par Darwin lorsqu'il I'a décrit dans son «Origine de I'espéce» il y
a 150 ans. La selection naturelle agit sur les individus ayant des traits génétiques
variables, en sélectionnant ceux qui sont les plus aptes a la survie dans chaque situation
spécifique. L opposé de la sélection naturelle et le deuxiéme processus évolutif majeur
est le hasard (c’est-a-dire la dérive génétique). Alors que la sélection naturelle
détermine l'individu le plus apte a la survie dans une population, le hasard déterminera

tout individu aléatoire, indépendamment de sa forme physique (Koskinieni, 2010).

Un processus évolutif qui se déroule a long terme (sur des millions d'années) et
conduit a la formation de nouvelles espéces ou sous-espéces est considéré comme une
macroévolution (Morschhéiuserl et al., 2000 ; Ziebuhr et al., 1999b). En revanche,
les processus de microévolution prennent des jours, voire des semaines. En
conséquence de la microévolution, de nouvelles variantes d’une espece ou d’une sous-
espece donnée sont générées (Morschhéiuserl et al., 2000). Les éléments génomiques
mobiles tels que les séquences d’insertion (IS) ou les transposons jouent un réle clé
dans la microévolution. La microévolution est extrémement importante pour la

pathogenese des maladies infectieuses (Morschhéiuserl et al., 2000).

1.1. Exemple de microévolution
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1.1.1. Formation de biofilm par Staphylococcus epidermidis

La formation de biofilm de staphylocoques sur du matériel médical en plastique
est un caractére code par I'opéron icaADBC (Heilmam et al., 1996). Lors de I'activation
de cet opéron, un polysaccharide d’adhésion intercellulaire (PIA) est synthétisé et
intervient dans la production de biofilm. Il semble que cette capacité génétique est
largement répandue parmi les isolats cliniques de S. epidermidis (Ziebuhr et al., 1997).
En revanche, elle est rarement observée dans les souches saprophytes de la muqueuse
saine. En ce qui concerne S. aureus, il a été constaté que tous les isolats, quelle que soit
leur origine, contiennent les génes ica (Morschhéiuserl et al., 2000). Cependant, seules
trés peu de souches expriment I'opéron et, par consequent, la plupart des souches de
S.aureus sont biofilm négatif in vitro. Outre ces différences génetiques, il a été rapporté
que la synthése de PIA subit un processus de variation de phase dans les souches
productrices de biofilm qui est, dans un nombre important de clones, provoqué par
I'insertion et I'excision alternés de I'élément génétique mobile 1S256 dans/a partir de
site de I’opéron ica (Ziebuhr et al., 1999a). Cette étude a également révélé le caractére
réversible de cette transposition. Ainsi, apres le passage vers le phénotype PAI-négatif,
le phénotype formateur de biofilm pourrait étre restauré par I’excision complete de

1I’1S256 (Ziebuhr et al., 1999a).

L’arrét de la production de PIA permet a des cellules bactériennes uniques de
se détacher du biofilm et de se disséminer dans de nouveaux habitats. Un éventuel
retour en arriere au phénotype producteur de biofilm rendrait a nouveau la souche
capable de former de nouveaux biofilms sur des surfaces appropriées. Les données
suggerent que la plasticité génétique de cet agent pathogéne contribue a son adaptation
réussie aux conditions environnementales changeantes et pourrait donc étre impliquée

dans la persistance et la récidive d'une infection (Morschhéiuserl et al., 2000).

1.2. Exemple de macroévolution
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1.2.1.Dynamique de la taille du genome bactérien : théorie de la

réduction

La taille des génomes bactériens varient considerablement. Le plus petit et le
plus grand génome bactérien connu a ce jour sont le génome archéen du Candidatus
Parvarchaeum acidiphilum (45 kb) obtenu d’un projet de métagénome (Fujishima et
al., 2011), et le génome de Sorangium cellulosum (14,7 Mb) (Han et al., 2013),
respectivement. En dépit de cette variation de taille, les génomes bactériens de toutes
tailles sont généralement tres chargés en génes et contiennent peu de matériel génétique
non codant contrairement aux eucaryotes (Cole et al., 2001). Certaines exceptions
notables incluent les bactéries pathogenes et les endosymbiotes. Exemple de I’espece
Mycobacterium leprae qui présente un pourcentage significativement plus élevé de
pseudogenes par apport aux génes fonctionnels codant pour des protéines connues
(~40%) (Coleetal., 2001). Les études ont depuis montré que plusieurs bactéries avaient
un génome plus petit que leurs ancétres (Ochman, 2005). En outre, entre les especes
de bactéries, la taille du génome varie relativement peu par rapport a celle des autres
grands groupes (Gregory, 2005). Contrairement aux eucaryotes, chez les bactéries, il
existe une forte corrélation entre le nombre de génes et la taille du génome (Kuo et al.,
2009).

En général, les bactéries intracellulaires hébergent des génomes plus petits que
leurs parents vivant librement. Le séquencage des génomes montre que les bactéries
parasites ont 500 a 1200 genes, les bactéries libres, entre 1500 et 7500 génes, et les
archées, entre 1500 et 2700 génes (Gregory, 2005). La relation entre les styles de vie
des bactéries et la taille du génome souléve des questions quant aux mécanismes de
I'évolution du génome bactérien. Les chercheurs ont développé plusieurs théories pour

expliquer les modéles d'évolution de la taille du génome chez les bactéries.
- Niche ecologique: la vie intracellulaire

Les tendances générales de I'évolution bactérienne indiquent que les bactéries
ont commencé comme des organismes libres. Les chemins évolutifs ont amené
certaines bactéries a devenir des agents pathogenes et des symbiotes (Moran, 2002).
Les modes de vie des bactéries jouent un réle essentiel dans la taille de leurs génomes

respectifs (Ochman et Davalos, 2009) :
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- Les bactéries libres ont les génomes les plus importants parmi les trois types de
bactéries. Elles ont le génome le moins chargé en pseudogeénes.

- Les bactéries pathogenes facultatives et celles qui ont récemment acquis le
caractere de pathogénicité présentent un génome plus petit que les bactéries
libres, mais elles ont plus de pseudogénes que toute autres forme de bactéries.

- Lessymbiotes et les agents pathogénes bactériens obligatoires ont les plus petits

génomes et le moins de pseudogénes des trois groupes.

Lorsqu'elles passent de cycles de vie en liberté ou de parasitisme facultatif a une
vie dépendante de I'n6te permanente, les bactéries vivent librement dans le cytoplasme
cellulaire et ont un acces illimité a la plupart des nutriments nécessaires a la croissance,
ce qui diminue la pression de sélection naturelle sur de nombreux genes meétaboliques
bactériens, entrainant 1’inactivation de ces génes par mutation et ensuite leur perte sans
affecter I’intégralité physique des cellules bactériennes. Les bactéries perdent alors une

grande quantité de leur génome (Moran, 2002).

Un autre facteur affectant le contenu génomique des bactéries intracellulaires
est le manque de transfert de géne horizontal. A I'intérieur de la cellule eucaryote, il est
peu probable que les bactéries individuelles recoivent le matériel génétique d'autres
bactéries, a I'exception de leurs parents les plus proches, qui contiennent un matériel
génétique plus ou moins identique. Il en résulte un cliquet ou I’ADN perdu n’est pas
récupérable car la cellule ne peut pas reconstruire les régions supprimées par transfert
latéral (Koskinieni, 2010).

- Evolution réductrice (minimisation)

Les mycoplasmes et les bactéries apparentées se situent a I'extréme limite de la
plage des tailles des génomes avec une taille ne dépassant pas 530 kb (Moran, 2002).
On pensait auparavant que la petite taille du génome de ces bactéries reflétait un état
évolutif primitif a l'origine des especes libres vivant avec des génomes plus grands
(Moran, 2002). Le séquencage de nombreux génomes bactériens a montré que cette
hypothese est erronée. Les données de séquencage impliquent plutét que les plus petits
génomes d'agents pathogénes intracellulaires et d'endosymbiotes ont évolué a partir
d'espéces libres plus grandes (Koskinieni, 2010; Andersson, 1998). La

phylogénétique moléculaire a révélé que chaque clade de bactéries dont la taille du
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génome était inférieure a 2 Mb était dérivé d'ancétres dotes de génomes beaucoup plus

volumineux (Ochman, 2005).

Les bactéries dependantes de I'hGte sont capables de fournir de nombreux
composés nécessaires au métabolisme a partir du cytoplasme ou du tissu de I'hote. Ils
peuvent, & leur tour, se défaire de leurs propres voies de biosynthese et de leurs génes
associes (Moran, 2002). Cette élimination expliqgue de nombreuses pertes de génes
spécifiques. Par exemple, de nombreux genes impliqués dans le métabolisme
énergeétique sont éliminés des espéces Rickettsia et Mycoplasma qui peuvent compter
sur la disponibilité constante de substrats énergétiques particuliers provenant de leurs
hotes (Moran, 2002). L’espéce Buchnera aphidicola constitue une exception car elle a
conservé 54 génes de la biosynthése d’acides aminés cruciaux, mais n’a plus de voies
pour les acides aminés que 1’hote peut synthétiser lui-méme. Car ce mutualisme repose

sur I’approvisionnement en hotes des acides aminés essentiels (Shigenobu et al., 2000).

Les produits des genes impliqués dans la réplication, la transcription, la
traduction ainsi que la réparation du matériel génétique sont les produits les plus

importants pour toute cellule vivante.
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génome bactérien




1. Diversité structurale du génome bactérien

En 1963, John Cairns a rapporté des autoradiographies d'/ADN d'Escherichia
coli qui ont fourni la premiére preuve que son génome est constitué d'un seul
chromosome circulaire (diCenzo et Finan, 2017). Les études ont ensuite montré que
la majorité des bactéries présente la quasi-totalité de leurs génes sur une molécule
d’ADN circulaire unique, avec la présence éventuelle de molécules extra-
chromosomiques circulaires plus petites appelées plasmides codant pour des caractéres
génomiques supplémentaires (diCenzo et Finan, 2017).

Cependant, on a découvert plus tard qu’il existe des variantes a ce schéma,
remettant en cause la notion d’un génome composé d’une molécule d’ADN circulaire
unique, avec la détermination de la présence d’un chromosome linéaire chez Borrelia
burgdorferi (Baril et al., 1989) ; I’identification de plusieurs chromosome chez Vibrio
cholerae (Heidelberg et al., 2000), ainsi que la découverte d’un second chromosome
dans Rhodobacter sphaeroides (Suwanto et Kaplan, 1989); ou encore 1’identification
du plasmide linéaire dans le genre Streptomyces (Hayakawa et al., 1979) et le

mégaplasmide de 460kb chez Sinorhizobium meliloti (Rosenberg et al., 1981).

En plus du chromosome principal, le génome bactérien peut contenir un ou
plusieurs d’autres molécules qu’on appelle « réplicon ». Le terme réplicon désigne
toute molécule d’ADN, quelle que soit sa nature pouvant se répliquer a partir d'une
origine de réplication, et chaque réplicon peut en outre étre classé en fonction de ses
caractéristiques dans l'un des quatre groupes suivants: chromosome, second
chromosome ou chromide, mégaplasmide et plasmide (diCenzo et Finan, 2017 ;
Harrison et al., 2010). Chacune de ces molécules a des propriétés distinctes, telles que
des différences dans 1’utilisation des codons, le contenu en GC et I’abondance relative
en dinucléotides (la fréquence a laquelle chaque paire de nucléotides apparait dans la
séquence d'ADN) (diCenzo et Finan, 2017).

Le chromosome. Le chromosome fait référence au réplicon primaire. C’est
toujours le réplicon le plus grand du génome et contient la majorité des géenes essentiels

(génes cores) (diCenzo et Finan, 2017 ; Harrison et al., 2010).

Le second chromosome (chromide). Dans une bactérie contenant plus d’un

chromosome, le chromosome le plus grand codant pour la plupart des genes essentiels

10



hautement exprimés est le chromosome principal. Les chromosomes plus petits sont
appelés chromosomes secondaires ou « chromides » (Harrison et al., 2010) et varient
considérablement en taille et en persistance dans les lignées bactériennes (Touchon et
Rocha, 2016). Le terme chromide lui-méme est une combinaison de chromosome et de
plasmide (diCenzo et Finan, 2017 ; Harrison et al., 2010) et souligne le fait que ce
terme désigne un réplicon qui est un intermédiaire entre un plasmide et un chromosome
(Harrison et al., 2010). Les systéemes de réplication des chromides sont similaires a
ceux des plasmides et des mégaplasmides (Harrison et al., 2010). Toutefois,
contrairement aux plasmides et aux méga-plasmides, les chromides portent au moins
un géene essentiel a la viabilité cellulaire (c’est-a-dire un géne central dont la perte
entrainerait la mort cellulaire) et posseédent généralement des signatures génomiques
qui ressemblent davantage a celles du chromosome (diCenzo et Finan, 2017 ;
Harrison et al., 2010).

Les génomes du genre Burkholderia portent un, deux ou trois chromosomes, ce
qui suggere des changements rapides dans [l'architecture du génome
(Mahenthiralingam et al., 2005). D'autre part, Vibrio portent deux chromosomes de
taille trés différente (Okada et al., 2005). Les raisons de I'existence de plusieurs
chromosomes ne sont pas claires. Les génes des chromosomes secondaires sont acquis
et perdus a des vitesses plus élevées que celles des chromosomes plus grands. Cela a
conduit a suggérer que les réplicons secondaires pourraient favoriser I'évolutivité
(Touchon et Rocha, 2016).

Les plasmides et les mégaplasmides. Les plasmides sont les réplicons extra-
chromosomiques les plus courants et certains génomes contiennent plus de 20 de ces
éléments (Casjens et al., 2000). Les plasmides sont des réplicons qui portent des genes
pour leur propagation et leur maintenance dans la cellule, mais aussi des génes
d’adaptabilité de I'nte dont la majorité ont été acquis grace a un transfert horizontal de
genes (HGT) (diCenzo et Finan, 2017 ; Touchon et Rocha, 2016).

Les plasmides ne portent pas de genes centraux et ne sont pas essentiels et sont
donc indispensables a la viabilité des cellules dans la plupart des environnements
(diCenzo et Finan, 2017 ; Touchon et Rocha, 2016). La signature génomique des

plasmides, telles que le contenu en GC et la composition en dinucléotides, différent
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significativement de celle du chromosome (diCenzo et Finan, 2017 ; Harrison et al.,
2010).

Il n’existe pas de distinction trés nette entre les grands plasmides (méga-
plasmides) et les chromosomes secondaires. Mais les réplicons ne devraient étre
nommes plasmides que lorsqu'ils manquent de génes essentiels (Touchon et Rocha,
2016). La distinction entre plasmide et mégaplasmide est basée uniquement sur la taille,
une limite inférieure de 350 kb pour le statut de mégaplasmide a été suggéré (diCenzo
et Finan, 2017).

2. Le chromosome bactérien, une structure hautement organisee

L'organisation du génome bactérien n'est pas stochastique, mais son
organisation refléte un objectif fonctionnel ou réglementaire (diCenzo et Finan, 2017).
Par exemple, les enzymes impliquées dans la méme voie métabolique sont
généralement codées par un seul opéron et sont souvent co-localisées sur le

chromosome ou leur génes sont transcrits et régulés simultanément (Rocha, 2008).

Au fur et a mesure que la réplication progresse, les régions de I'ADN sont dans
différents états de réplication et sont séparées en fonction de la croissance des septa a

divisions multiples. Par conséquent, la réplication, la ségrégation et la division

cellulaire sont étroitement liés (Touchon et Rocha, 2016).

Les cellules en croissance exponentielle supportent une expression génétique
intense et les collisions entre la fourche de réplication rapide et les ARN polymérases
relativement plus lentes sont fréquentes (Touchon et Rocha, 2016 ; Rocha, 2004). Ces
collisions peuvent perturber a la fois la transcription et la réplication, affectant ainsi
potentiellement tous les autres processus cellulaires. Les collisions peuvent entrainer
I’effondrement de la fourche. Ce dernier cause des cassures dans la molécule d’ADN
ce qui déclenche la réponse SOS qui elle-méme peut déclencher le transfert d'élements
génétiques mobiles vers d'autres cellules, modifiant ainsi leurs répertoires de genes
(Touchon et Rocha, 2016). Les associations entre tous ces processus cellulaires a

travers leurs interactions avec le chromosome ont pour résultat une sélection naturelle

rigoureuse pour I'organisation du génome (Touchon et Rocha, 2016).
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Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

Les mutations ponctuelles, les réarrangements génétiques, la recombinaison
entre les sites d’ADN homologues et I'action des eléments génétiques transposables sont
des mécanismes majeurs par lesquels la plasticité du génome est obtenue. La capture et
la propagation de génes par transfert horizontal de gene impliquant des plasmides, des
phages et d'autres éléments mobiles contribuent également a ce processus. Enfin, le
regroupement de genes sur de grandes flots génomiques et leur mobilisation permettent
aux bactéries de gagner ou de perdre d'énormes quantités d'/ADN impliquées dans
I'adaptation a des niches écologiques distinctes (Ziebuhr et al., 1999).

1. Mutations ponctuelles

Les mutations ponctuelles sont considérées comme des forces motrices dans un
processus évolutif lent (Ziebuhr et al., 1999). Les mutations ponctuelles comprennent
la substitution d'un nucléotide par un autre (souvent appelé polymorphisme d'un
nucléotide simple [SNP]) ou l'insertion ou la délétion d'un nucléotide unique (Bryant
etal., 2012).

Lorsque I'ADN Pol 111 synthétise un nouveau brin d'ADN, il peut arriver qu'un
nucléotide soit mal apparié, ajouté ou omis (Watford et Warrington, 2019 ;
Goodman, 2000). Ainsi, une mutation ponctuelle se produira. Deux
dysfonctionnements distincts peuvent survenir dans la machinerie de réplication de

I'ADN pour que cela se produise (Kreuzer, 2013):

- DNA pol Il ajoute une base nucléotidique complémentaire incorrecte sur le
brin fils.

- L’activit¢ de relecture et correction ne suffit pas pour ralentir la partie
polymérase de I’ADN polymérase, de sorte que I’exonucléase puisse éliminer

le mauvais appariement.

Les mutations les plus simples sont les changements de base, ou une base est

convertie en une autre. Ceux-ci peuvent étre classés comme suit:

- Transition : ou une purine est remplacée par une autre purine (A -> G, par
exemple), ou une pyrimidine par une autre pyrimidine (par exemple, T -> C).
- Transversion : dans lesquelles une purine est substituée par une pyrimidine ou

une pyrimidine est substituée par une purine (Par exemple, A -> C).
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Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

Un autre type simple de mutation est le gain ou la perte d'une ou de quelques
bases. Les loci avec un grand nombre de nucléotides a répétition courte sont prédisposés
au glissement de la polymérase. Lors de la réplication, I'ADN Pol |1l se dissocie
temporairement du brin matrice, elle peut déplacer quelques répétitions en amont ou en
aval de son locus d'origine. Un mauvais appariement de ce fragment glisse peut
entrainer des mutations d’insertion/délétion, car certains nucléotides sont répliqués
deux fois, tandis que d'autres ne se répliquent pas (Watford et Warrington, 2019).
Une insertion ou une délétion d'un nucléotide simple dans des séquences codant une
protéine entrainera un décalage du cadre de lecture concernant tous les codons en aval,
y compris le codon stop. Ce qui causeras une traduction a partir d'un cadre de lecture
différent, conduisant & une altération significative de la protéine codée (Bryant et al.,
2012).

1.1. Conséquences des mutations ponctuelles

Une mutation ponctuelle peut étre (Fan et Chu, 2007; Morschhéiuserl et al., 2000) :

- Silencieuse ou méme-sens : lorsqu'elle est introduite dans la séquence codante
d'un gene sans modifier la séquence d'acides aminés du produit du géne.

- faux-sens ou missens : si elle entraine un changement d'acides aminés, dans ce
cas une protéine modifiée en sera la conséquence. Alternativement, de telles
mutations peuvent également se produire dans des régions régulatrices,
affectant ainsi I'expression du gene respectif.

- non-sens : lorsqu’un codon d'arrét mutant remplace un codon de type sauvage,

qui met fin a la traduction, ce qui aboutit a une protéine raccourcie.

Les mutations ponctuelles affectent généralement un trait spécifique qui peut
conférer un avantage dans un environnement donné (Musser, 1995). Cela peut générer
de nouvelles variantes d'un clone dans des délais relativement courts (micro-évolution).
A plus grande échelle, c'est-a-dire la génération de nouvelles espéces, I'évolution par
accumulation de mutations ponctuelles est un processus trés lent. Cela est
particulierement vrai pour les mutations dans les génes essentiels de séquences
spécifiques a une espece, par exemple le géne codant pour I’ARNr 16S, des enzymes

particuliéres (par exemple ATPases) ou des protéines structurelles (Morschhéiuserl et
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Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

al., 2000). Cela permet aux organismes de s'adapter a un environnement en constante

évolution grace a la sélection naturelle (Koskinieni, 2010).

Certaines mutations, dites «pathoadaptatives», permettent a des clones
bactériens simples de devenir plus pathogénes sans I'acquisition de geénes
supplémentaires. Ce mécanisme est basé sur la mutagenese aléatoire qui offre a la
bactérie un fort avantage sous une pression sélective (Sokurenko et al., 1999). En plus
de la modification des génes structuraux et régulateurs, les mutations ponctuelles
contribuent également au développement de la résistance bactérienne aux antibiotiques
(Musser, 1995).

2. Réarrangements génomiques

Parmi les types de variations génétiques présentes dans les génomes, les
réarrangements concernent un assez gros morceau d'’ADN et peuvent émerger a la suite
de différents mécanismes cellulaires tels que la recombinaison, la réplication et la
réparation de I'ADN. Les réarrangements introduisent une variabilité dans le nombre
de copies de génes, la position, l'orientation et, dans plusieurs cas, des combinaisons de
tous ces événements (Periwal et Scaria, 2015).

2.1. Mécanismes de réarrangements

Les réarrangements chromosomiques se produit occasionnellement lors de la
réplication ou de la réparation de I'ADN et impliquent une recombinaison de I'ADN. Il
existe plusieurs méthodes de recombinaison du génome qui peuvent étre regroupés en

trois catégories :

- Recombinaison homologue
- Recombinaison non homologue (illégitime)

- Recombinaison site-spécifique

La plus fréquente étant la recombinaison homologue entre deux segments

d'ADN partageant une homologie (Raeside, 2014).
2.1.1. Recombinaison homologue

La recombinaison homologue favorise I'appariement entre des séquences

d'’ADN identiques ou presque identiques et I'échange ultérieur de matériel génétique
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Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

entre elles (Kuzminov, 1999). C’est une fonction importante et largement conservée
chez les organismes vivants, des bactéries a I’lhomme, qui permet de réparer les cassures
doubles brins ou les vides simples brins dans I’ADN, résultant des radiations ionisantes,
des rayons ultraviolets (UV) ou des traitements chimiques adduits bloquant la

réplication (Kuzminov, 1999).

Comme la réplication dans les cellules bactériennes est souvent bloquée ou
s’arréte au niveau de différents types de l1ésions ou de cassures de I’ADN, un systéme
de réparation congu pour conserver 1’information génétique est nécessaire (Raeside,
2014). La recombinaison homologue nécessite une rupture simple ou double brin dans
I'ADN et la réparation de cette rupture dans une nouvelle conformation. Une enzyme
clé dans la recombinaison homologue est la protéine RecA, une protéine de 38 kDa,
omniprésente dans toutes les classes de la vie. L’enzyme RecA, se lie en formant un

filament sur I'ADN simple brin (sb) (Story et al., 1992).

2.1.1.1. Déroulement et étapes catalytiques de la recombinaison

homologue

Lorsqu'une rupture d'’ADN est rencontrée, les enzymes de traitement de la
rupture ciblent la rupture et la préparent pour une recombinaison homologue. Une
rupture d’ADN double brin (db) est rapidement dégradée par le complexe enzymatique
RecBCD, il s’agit d’une puissante exonucléase, qui posséde une forte affinité pour les
extrémités d’ADNdb. La sous-unité RecB porte 1’activité nucléase, qui dégrade I’ADN
double brin dans la direction 3’a 5’ jusqu’a atteindre une séquence d’ADN spécifique

«Chi y: 5>GCTGGTGG3’» (Figure 3.1) (Anderson et Kowalczykowski, 1997).
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Figure 3.1. Mécanismes de recombinaisons via RecA dans le cas de rupture double
brin par intervention du complexe RecBCD (Koskinieni, 2010).

Lors de I’interaction avec le site Chi, la sous-unité RecD module RecB: elle
convertit la polarité de la dégradation de ’ADN par RecB, de sorte que seul le brin
d’ADN 5’ soit dégradé conduisant a la création d’extrémité 3’ simple brin, ce qui
favorise le chargement de la protéine RecA (Anderson et Kowalczykowski, 1997). De
plus, RecB et RecD agissent tous les deux comme des ADN hélicases, de polarité
opposée et de vitesse différente. RecC est enzymatiquement inerte et sert de composant
structural permettant la séparation physique des deux brins d’ADN et il est proposé de
contenir le site de reconnaissance de la séquence Chi (Figure 3.1) (Koskinieni, 2010 ;
Petit, 2005).

Le second groupe de protéines comprend RecF, RecO et RecR qui jouent un
réle clé dans la préparation des substrats pour RecA sur un ADN simple brin (avec gap)

auxquels RecBCD n’a pas accés. Leur role consiste a éliminer la protéine de liaison
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SSB (une protéine de liaison a un seul brin) pour favoriser le chargement de RecA
(Figure 3.2) (Mullany, 2005).
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Figure 3.2. Mécanisme de recombinaison via RecA dans le cas de rupture simple
brin par intervention du complexe RecFOR (Koskinieni, 2010)

La protéine RecA forme un filament stable sur I'ADN simple brin (ADNsb), qui
s'étend dans la direction 5°-3°. Il favorise I'appariement de I'ADNsb avec un ADN
double brin homologue, c’est I’étape clé de la recombinaison homologue. Une fois que
les deux molécules d'ADN sont appariées, I'échange de brin peut commencer (Petit,
2005).

En aval de I'échange de brins promu par RecA, cette derniere recrute des
facteurs de polymérisation a I’extrémité 3°, qui réparent I’ ADN dégradé. Deux enzymes
alternatives traitent la jonction formée, RuvABC et RecG. RuvA est une protéine de
liaison a I'ADN spécifique des Jonction de Holliday (JH) et RuvB est une ADN hélicase
qui catalyse la migration de la branche lorsquelle est liée a RuvA. Cette hélicase

favorise la migration des branches de la JH et les transmet a la nucléase spécifique
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RuvC, qui résout I'intermédiaire de recombinaison en se clivant de maniere symétrique
a travers la jonction. Selon les brins coupés, différents produits sont attendus, comme
indiqué sur les Figure 3.3. RecG est également un ADN hélicase, qui favorise la
migration de branche de la JH (Petit, 2005).

A B
L5 3 RecBCD or RecF R oy — —)
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5 3" RecA loading 5' 3'

— RecA \ WY
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strand e change _X_ }\—
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Figure 3.3. Deux modeles montrant les intermédiaires possibles du processus de
recombinaison (Petit, 2005).

2.1.2. Recombinaison non homologue (illégitime)

La recombinaison non homologue est le processus par lequel deux molécules
d'’ADN partageant peu ou pas d'’homologie se rejoignent (Kegel et al., 2006). La
recombinaison illégitime différe de la recombinaison ordinaire par son indépendance
des facteurs de la recombinaison normale, telles que la RecA. Les réarrangements
nécessitant ce type de recombinaison incluent la délétion, la duplication et la

transduction spécialisée (Weisberg, 1977).

La recombinaison illégitime facilitée par I'nomologie est un autre type de
recombinaison qui combine les caractéristiques de la recombinaison homologue et
illégitime (Meier et Wackernagel, 2003). L'introduction d'une séquence de faible

similarité dans le génome du récepteur peut étre stimulée jusqu'a 10° fois si elle contient
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une région de haute similitude pouvant initier la recombinaison et ancrer son extension

dans le segment de similarité inférieur adjacent (de Vries et Wackernagel, 2002).
2.1.3. Recombinaison site-spécifique

Contrairement a la recombinaison homologue qui utilise des segments
d'’homologie assez longs entre les molécules d’/ADN partenaires, la recombinaison site-
specifique cible des sites d'’ADN relativement courts avec des séquences bien définies
(Jayaram et Grainge, 2005). Alors qu'un grand nombre de protéines ayant des
activités biochimiques distinctes coopérent pour effectuer une recombinaison
homologue, ce sont généralement une seule protéine ou un couple de protéines qui
effectuent les étapes catalytiques de la recombinaison spécifique au site (Jayaram et
Grainge, 2005). La recombinaison site-spécifique a été largement adoptée pour le
réarrangement de I'ADN des bactéries, des archées et des éléments d’ADN mobiles qui
les infestent (bactériophage, plasmides et transposons) (Stark, 2015 ; Hallet et
Sherratt, 1997 ; Nash, 1996). Dans une recombinaison site-spécifique typique, les
deux partenaires portent un site spécifique bien défini qui est nécessaire pour
I'événement de la recombinaison et qui contient le point d'échange génétique (Figure
3.4) (Stark, 2015 ; Nash, 1996).

| [

recombinase
— J

Figure 3.4. Sites de la recombinaison site-spécifique (Stark, 2015).

Le degré de spécification de ces sites dicte I'unicité du réaménagement. Par
exemple, dans l'intégration du phage lambda, le méme point dans le chromosome viral
de 46,5 kb est impliqué dans pratiqguement tous les événements et, ce qui est encore
plus impressionnant, dans la grande majorité des cas, lambda s'insere dans une cible
unique dans le génome d'Escherichia coli de 4,5 Mb. Et généralement, dans la plupart
des cas, les locus de recombinaison des deux partenaires sont hautement spécifiés et,

par conséquent, le réarrangement est défini de maniére unique (Nash, 1996).

2.1.3.1. Déroulement et étapes catalytiques de la recombinaison site-

spécifique
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Le processus de recombinaison site-specifique peut étre divisé en une série
d'étapes. (i) Tout d’abord, la recombinase se lie aux deux sites de recombinaison. (ii)
Les deux sites liés a la recombinase forment un complexe synaptique avec des sites de
croisement juxtaposés. (iii) La recombinase catalyse ensuite le clivage, I'échange de
brins et le regroupement de I'ADN au sein du complexe synaptique. (iv) Enfin, le
complexe synaptique se décompose en libérant les produits recombinants (Grindley et
al., 2006).

Les composants minimaux d'un systeme de recombinaison site-spécifique sont
une recombinase et une paire de sites de recombinaison. Les sites les plus simples sont
des segments courts d’/ADN double brin, d'une longueur de 20 a 30 pb, qui contiennent
une paire inversée de séquences de reconnaissance et lient un dimere (ou deux
monomeres) de la recombinase (Grindley et al., 2006). Dans de nombreux systemes,
la recombinaison a lieu entre deux sites identiques et deux sites identiques sont reformés
dans les recombinants. Cependant, il existe des exemples (notamment des systémes
d’intégrase de bactériophages) dans lesquels la recombinaison est effectuée entre deux
sites différents. La longueur des sites varie d’environ 25 a plusieurs centaines de paires
de bases (Stark, 2015). Les sites les plus courts ont généralement une symétrie d'’ADN
imparfaite (dyade /palindrome), ce qui est cohérent avec leur propriété observée de se

lier a un dimére symétrique de la recombinase (Stark, 2015).

A
crossover site accessory sites

f

EL—FTTGTTGAAAAG&&HGGTTTTTGAT&A——-
3--- AAGAACTTTTGGTTCCAAAAACTATT|--~-
-

Figure 3.5. Sites de la recombinaison (Stark, 2015).

Ces sites contiennent en leur centre le point de rupture et d’adhésion de I’ADN,
souvent appelés sites de croisement (crossover site) (Figure 3.5). Dans la nature,
cependant, de nombreux sites de recombinaison sont plus compliqués, contenant non
seulement un site de croisement, mais également des séquences supplémentaires

couvrant 100 paires de bases ou plus (sites accessoires). Un tel site complexe peut

23



Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

fonctionner en combinaison avec un site de croisement simple (comme avec l'intégrase
A (Int) lors de l'intégration) ou avec un autre partenaire complexe (comme avec Yo

résolvase) (Grindley et al., 2006).

Comme indiqué ci-dessus, la rupture et la jonction de I'ADN lors de la
recombinaison site-spécifique se produisent sans perte ou gain de nucléotides et avec
une conservation stricte de I'énergie de la liaison phosphodiester (Grindley et al.,
2006 ; Nash, 1996). Pour y parvenir, un mécanisme analogue a celui d'une
topoisomérase est utilisé; les brins d'’ADN sont cassés non par hydrolyse mais plutot
par transfert direct de phosphoryle dans une chaine latérale de la recombinase. Cette
chaine latérale, une tyrosine ou une sérine, attaque directement le squelette sucre-
phosphate de I'ADN au niveau du site de croisement dans une réaction de
transestérification, en formant un intermédiaire covalent recombinase-ADN d'un c6té
de la rupture et un groupe hydroxyle libre de l'autre. La jonction des brins d’ADN est
accomplie en inversant le processus; les hydroxyles libres d'un partenaire de
recombinaison attaquent directement la liaison phosphodiester entre la recombinase et
I'ADN de l'autre partenaire, libérant la recombinase et scellant les cassures pour
produire les recombinants. Les détails du processus different selon que la recombinase

utilise une tyrosine ou une sérine (Figure 3.6) (Grindley et al., 2006).
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Figure 3.6. Recombinaison conservatrice site-spécifique (Jayaram et Grainge, 2005).

Deux familles de systemes de recombinaison site-spécifiques peuvent étre
identifiées sur la base de la similarité des seéquences de recombinase et des mécanismes
réactionnels (Grindley et al., 2006 ; Stark et al., 1992). Les recombinases de tyrosine
utilisent un résidu de tyrosine a site actif invariant pour attaquer le phosphodiester
d'’ADN au cours de I'étape de clivage de 'ADN dans la réaction de recombinaison, alors
que les sérine recombinases utilisent un résidu invariant de sérine (Olorunniji et
Stark, 2010).

2.2. Types de réarrangements et leurs effets

Les réarrangements inra-chromosomiques peuvent entrainer une perte, une
amplification et des inversions de fragments d'’ADN. Ces types de réarrangements
peuvent contribuer a I'évolution d'un organisme par la perturbation d'un géne existant,

la création d'un nouveau géne ou un produit genique chimérique par la fusion de genes
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(Periwal et Scaria, 2015). Dans les génomes bactériens, les réarrangements
chromosomiques peuvent modifier la distance d'un géne a l'origine de la réplication
chromosomique (oriC), ce qui entraine une modification du nombre de copies du gene

et, par conséquent, une incidence sur son expression (Block et al., 2012).

Les inversions, les délétions et les duplications se produisent lorsque la jonction
de Holliday résultante est résolue de maniéere incorrecte. Alors que la recombinaison
entre les répétitions inversées conduit a des inversions, la recombinaison entre les
répétitions directes conduit a la délétion. Lorsque la recombinaison entre répétitions
directes a lieu pendant la réplication, le segment est supprimé d'un chromosome et

dupligué dans l'autre (Darling et al., 2008).

La fréquence des réarrangements observés dans les génomes bactériens est
corrélée a la présence de répétitions induites par des éléments génétiques mobiles
(Achaz et al., 2003). Fait intéressant, les éléments génétiques mobiles (éléments 1S/
transposons) sont également associés a la génération de pseudogeénes, a la réduction du
génome et a I'évolution adaptative du changement de niche. L'inversion et la délétion a
grande échelle sont toutes les deux produites par recombinaison homologue entre

éléments répétés (Darling et al., 2008).
2.2.1. Insertion

Les événements d'insertion dans les génomes bactériens jouent un role
important dans I'émergence de clones épidémiques (Figure 3.7) (Bryant et al., 2012).
Les exemples incluent: I'insertion de prophages, ou d’éléments conjugatifs intégratifs
(ICE), éléments auto-transmissibles conjugatifs pouvant s'intégrer aux chromosomes et
en exciser. Ces éléments comprend des genes codant des facteurs de virulence ou des

déterminants de la résistance aux médicaments (Bryant et al., 2012).

En plus de l'acquisition de génes potentiellement bénéfiques, les événements
d'insertion peuvent egalement perturber I'intégrité des génes, entrainant une perte de
fonction. Dans une comparaison des génomes de trois espéces de Bordetella, Parkhill
et al. (2003) ont démontré que I’insertion de séquence d’insertion (1S) ont conduit & une
inactivation des genes. Des études WGS plus récentes ont mis en évidence des

tendances similaires dans diverses espéces de bactéries pathogenes, suggérant que le
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processus est courant dans I'évolution bactérienne, en particulier 1a ou une adaptation

récente a une nouvelle niche a eu lieu (Bryant et al., 2012).

2.2.2. Délétion

Les délétions sont les réarrangements les plus couramment observés dans les
populations en évolution et jouent un réle important dans I'évolution et I'adaptation des
populations a leur environnement (Raeside, 2014). Les délétions entrainent la perte
d'un segment génomique et peuvent étre intragéniques, entrainant I'inactivation d'un
gene ou la perte d'un ou plusieurs domaines fonctionnels ou une altération de la fonction
du gene. En cas de délétions intergeniques, elles pourraient potentiellement affecter les
régions régulatrices, affectant ainsi I'expression des génes voisins (Figure 3.7) (Angov
et Brusilow, 1994).

Les effets phénotypiques des délétions dépendent de la taille et de
I'emplacement des segments chromosomiques supprimeés sur le génome. Les délétions
les plus importantes impliqueront de nombreux génes, entrainant ainsi des phénotypes
plus radicalement modifiés. Les délétions englobant la perte de genes essentiels ou de
composants de génes peuvent entraver considérablement la viabilité des cellules
(Periwal et Scaria, 2015).

Il a été démontré que les délétions jouent un réle dans la formation des génomes
d'agents pathogénes. Dans une étude dans laquelle les auteurs ont comparé les
séquences du genome entier d'un groupe de deux espéces de Salmonella ayant le méme
ancétre, la moins virulente S. bongori, qui infecte rarement les animaux a sang chaud,
et la plus virulente S. enterica, responsable d'infections graves chez les hotes a sang
chaud ; il a été démontré que plusieurs régions de S. bongori étaient absentes, ce qui
pourrait limiter sa capacité a provoquer des maladies par rapport a S. enterica. Cela
comprenait un locus appelé Tlot de pathogeénicité de Salmonella 2 (SPI-2), qui code les
systéemes de sécrétion de type Il requis pour une réplication optimale au sein des

macrophages (Fookes et al., 2011).

2.2.3. Inversion

Les inversions sont des variations impliquant un réarrangement de l'orientation

d'un segment génomique (Periwal et Scaria, 2015). Les inversions se produisent
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lorsqu'une région du chromosome est coupée du chromosome par des cassures double

brin, puis réintroduite dans I'orientation opposée (Figure 3.7) (Raeside, 2014).

Les conséquences fonctionnelles des inversions sont potentiellement guidées
par leurs nouveaux contextes génomiques (Periwal et Scaria, 2015). Ils pourraient
changer I'expression des génes en cassant les génes aux extrémités de I'inversion ou en
modifiant I'orientation des genes par rapport a la fourche de réplication. En effet, les
genes qui sont transcrites en plus grandes quantités vont dans le méme sens que la
fourche de réplication sur le brin principal, car cela minimise I’incidence des collisions

entre I’ARN et I’ADN polymérase (Raeside, 2014).

L'inversion symétrique des génes englobant I'oriC ne modifie pas
I'emplacement des genes par rapport aux brins d’/ADN principaux et retardés (Periwal
et Scaria, 2015). La contrainte de garder les deux répliques de méme taille conduit a
des inversions symétriques a oriC et a ter. Il a été suggéré que les inversions
importantes, qui perturbent la symétrie autour des régions chromosomiques contraintes,
a savoir les domaines oriC et ter, entrainent une diminution de la forme des cellules
(Campo et al., 2004). Les inversions symétriques inter-réplichores sont plus
fréguemment observées que tout autre réarrangement. L'analyse des points de rupture
chromosomiques dans la population de Yersinia en évolution naturelle a montré que le
taux d'inversion est trois fois plus élevé prés de oriC, affichant ainsi un biais de
recombinaison et des forces sélectives réduisant le taux d'inversion pres de ter (Periwal
et Scaria, 2015).

En plus, les inversions peuvent changer la conformation du génome en
déplacant les structures secondaires et en déplacant les caractéristiques génomiques
impliquées dans la conformation physique des chromosomes (Umbarger et Toro et
al., 2011).
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Figure 3.7. Vue schématique d'ensemble des cinq types de base de variations
structurelles (Periwal et Scaria, 2015).

2.2.4. Duplication

Les duplications sont marquées par la présence de deux copies ou plus d'une
région génomique ou d'un segment génomique. Les régions dupliquées peuvent soit
étre adjacentes les unes aux autres, appelées duplication en tandem, soit étre situées a
un emplacement génomique différent, appelé duplication dispersées (Figure 3.7)
(Periwal et Scaria, 2015).

La duplication de génes peut avoir quatre conséquences possibles (i) la non-
fonctionnalisation ou la perte du gene dupliqué par délétion ou dégénérescence; (ii) la
sous-fonctionnalisation, aboutissant a I'adoption de réles complémentaires; (iii) la néo-
fonctionnalisation, entrainant de nouvelles fonctions; et (iv) la régulation différentielle

des genes dupliqués effectuant I'expression spatio-temporelle (Treangen et al., 2009).

D'autre part, un dosage génétique variable provoqué par des duplications permet
aux organismes de surmonter les limitations liées a une expression génique inefficace

en augmentant le produit du gene. Par exemple, pour aider une population en évolution
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a surmonter I’expression limitée de fonctions spécifiques, telles que 1’augmentation de
I’absorption de lactose dans des environnements limités en lactose chez E. coli. Elle
contribue également a la résistance aux antibiotiques ou aux métaux lourds (Raeside,
2014). Les genes dupliqués peuvent agir comme un mécanisme de redondance. Ainsi,
si un gene est affecté par une mutation délétére, il existe toujours une autre copie
fonctionnelle (Clark, 1994).

3. Transfert génétique horizontal

Le transfert génétique horizontal (HGT) est un mécanisme important de
I'évolution microbienne (Arber, 2000). C’est une source majeure d’innovation
phénotypique parmi les bactéries, particulierement importante dans la diffusion des
génes de la résistance aux antibiotiques et d'autres caracteres adaptatifs (Skippington
et Ragan, 2011).

Il existe trois maniéres principales par lesquelles une molécule d’ADN externe

peut étre incorporée a la cellule : la transformation, la conjugaison et la transduction.
3.1. Transformation

La transformation naturelle repose sur l'absorption d'ADN libre dans
l'environnement sans intervention d’éléments génétiques mobiles tels que les phages et
les plasmides (Seitz et Blokesch, 2012). En fait, la découverte de la transformation
naturelle chez les bactéries était basée sur le travail fondateur de Frederick Griffith.
Griffith souhaitait comprendre la différence entre les souches virulentes et non
virulentes de Streptococcus pneumoniae et savoir comment ces souches peuvent
s'interconvertir (Griffith, 1928).

La transformation naturelle repose sur I'exposition bactérienne a des molécules
d'’ADN extracellulaires dans I'environnement. L'ADN pénetre continuellement dans
I'environnement lors de la libération de cellules en décomposition, de cellules
perturbées ou de particules virales, ou par I'excrétion par des cellules vivantes (Thomas
et Kaare, 2005). L’excrétion active d’ADN a été rapportée pour de nombreux genres
de bactéries, notamment Acinetobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas et Streptococcus (Paget et Simonet,
1994).
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3.1.1. Etat de compétence

Pour que la transformation naturelle se produise, les cellules bactériennes
doivent d'abord développer un état physiologique de compétence, qui implique environ
20 a 50 protéines (Thomas et Kaare, 2005). La plupart des bactéries naturellement
transformables acquierent une compétence limitée dans le temps en réponse a des
conditions environnementales spécifiques telles que des conditions de croissance
altérées, l'acces aux nutriments, la densité cellulaire ou la famine. La proportion de
bactéries qui développent des compétences dans une population bactérienne peut aller
de zéro a prés de 100% (Thomas et Kaare, 2005).

La compétence naturelle est un état physiologique programmé génétiquement
permettant I'absorption efficace de I'ADN macromoléculaire. 1l se distingue de la
transformation artificielle impliquant I'électroporation, les protoplastes et le traitement
par choc thermique/CaCl2 (Dubnau, 1999).

3.1.2. Déroulement de la transformation

Chez les bactéries a Gram positif, I'ADN doit traverser la paroi cellulaire et la
membrane cytoplasmique. Chez les bactéries a Gram négatif, I'ADN doit également
traverser la membrane externe. Des étapes supplémentaires doivent donc étre
impliquées dans les systemes de transformation chez les Gram négatif et I'interaction
initiale de I'ADN avec la surface de la cellule doit étre différente dans les deux types de
bactéries (Dubnau, 1999). Un résumé des voies de transformation est présenté dans la
figure 3.8.
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Figure 3.8. Voies de transformation chez les bactéries a Gram positif (Bacillus subtilis
et Streptococcus pneumoniae) et a Gram négatif (Haemophilus influenzae et Neisseria
gonorrhoeae) (Dubnau, 1999).

Les bactéries a Gram négatif absorbent I'ADN en deux étapes, tout d’abord vient
I’absorption de 'ADN a travers la membrane externe ensuite sa translocation a travers
la membrane interne (Chen et Dubnau, 2004). L’ ADNdb est d’abord 1i¢ au pilus de
sécrétion de type IV au niveau extracellulaire (Figure 3.9). Une fois ’ADN lié a la
cellule I’absorption se produit par la rétraction des fibres des pilus T4P, qui tire I’ADN
dans le périplasme (Mell et Redfield, 2014). Le processus de rétraction nécessite
I'ATPase PilT (Hepp et Maier, 2017).

Une fois que I'ADNdb est dans le périplasme, des protéines chaperonnes de
liaison a I'ADN, ComEA, se lient de maniere réversible a 'ADN et empéchent sa
diffusion a I’extérieure du périplasme. Un simple brin est alors transféré a travers la
membrane dans le cytoplasme, avec son extrémité 3' en avance, ce transfert se fait a
travers un transporteur de membrane interne ComEC (Figure 3.9) (Hepp et Maier,
2017).
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Figure 3.9. Mécanisme propose pour l'absorption d'ADN dans le périplasme pendant
la transformation (Hepp et Maier, 2017).

Bien que les bactéries a Gram positif utilisent une nucléase a la surface des
cellules pour couper I'ADN en fragments plus petits avant 1’étape de translocation
(Lacks et Neuberger, 1975), ce n'est pas le cas pour les bactéries a Gram négatif. Le
brin non transloqué est degradeé a la surface de la membrane. Si la similarité de sequence
le permet, le brin transloqué peut alors remplacer un brin chromosomique par
recombinaison homologue ; sinon, il est dégradé et ses sous-unités nucléotidiques sont
recyclées (Mell et Redfield, 2014). Les bactéries a Gram positif utilisent des protéines
similaires au T4P pour extraire 'ADN double brin a travers leurs parois cellulaires
épaisses (Mell et Redfield, 2014).
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3.2. Conjugaison

La conjugaison est un mécanisme clé pour le transfert horizontal de génes chez
les bactéries qui implique un contact physique entre deux cellules et ou I'ADN est
échangé a travers le pore créé entre les deux membranes cellulaires (Ochman et al.,
2000). La premiére preuve du sexe par conjugaison dans E. coli a été fournie par
Lederberg, qui a obtenu une descendance prototrophe en mélangeant deux parents
auxotrophes différents (Lederberg et Tatum, 1946). Le transfert d'’ADN par
conjugaison est conduit par le plasmide conjugatif F de maniere unidirectionnelle d'une
cellule donneuse F + a une cellule receveuse F—. Le plasmide F contient tous les génes
nécessaires a la conjugaison (par exemple, la médiation du contact entre les cellules
donneuse et receveuse) et a la régulation de la mobilisation de I'ADN et de son transfert
unidirectionnel (Babic et al., 2008).

Il'y a peu de temps encore, on pensait que la gamme d'hotes du plasmide F était
limitée a quelques membres des Enterobacteriacae. Mais il s’est avéré que les
plasmides conjugatifs peuvent étre transférés entre bactéries de différentes espéces et y
sont maintenus de maniere stable (Summers, 1996). Il a été démontré que des
plasmides a large spectre d'h6tes mobilisaient I'ADN de bactéries a Gram négatif vers
un certain nombre d'espéces a Gram positif (Summers, 1996) et méme vers la levure
(Heinemann et Sprague, 1989), démontrant la possibilité d'un transfert horizontal de

génes entre genres et royaumes.
3.2.1. Plasmide conjugatif

Le processus de conjugaison nécessite I'implication de deux ensembles de génes
de mobilité (MOB) :

(1) la région MPF (mating pair formation) comprend généralement des
génes codant pour le systeme de sécrétion de type 4 (T4SS) qui est un
complexe associé a la membrane qui constitue le canal
d'accouplement impliqué dans la formation de paires d'appariement
cellulaire (Guglielmini et al., 2014) ;

(i) larégion DTR (DNA-transfer replication) code pour la protéine Mob,
une relaxase qui reconnait I’origine du transfert (oriT), une courte

séquence d'ADN qui est la seule séquence requise en cis pour qu'un
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plasmide soit transmissible par voie conjugale (Wawrzyniak et al.,
2017 ; Smillie et al., 2010).

Un plasmide qui code pour son propre ensemble de génes MOB est appelé auto-
transmissible ou conjugatif. S'il utilise un MPF d'un autre élément génétique présent
dans la cellule, il est appelé mobilisable. Certains plasmides sont appelés non
mobilisables car ils ne sont ni conjugatifs ni mobilisables. Ils se propagent par
transformation naturelle ou par transduction. Par conséquent, les plasmides peuvent étre
classés en trois catégories en fonction de leur mobilité: conjugatif, mobilisable et non
mobilisable (Smillie et al., 2010).

Typiquement, I'ADN est transféré d'une cellule donneuse a une cellule
receveuse par un plasmide auto-transmissible ou mobilisable (Ochman et al., 2000). A
basse frequence, le plasmide F peut s'intégrer au chromosome de la cellule hote,
donnant lieu a une souche Hfr (haute fréquence de recombinaison) (Babic et al., 2008).
Les génes chromosomiques de la bactérie Hfr peuvent étre mobilisés et transférés a une
bactérie receveuse. Dans certains cas, F peut s’exciser du chromosome du Hfr, créant
une molécule F~ qui porte les génes chromosomiques ainsi que les genes de conjugaison
(Yu et al., 2002). Hfr et F* peuvent tous les deux servir de véhicules a I'ADN dans le

transfert horizontal de genes entre bactéries (Babic et al., 2008 ; Ochman et al., 2000).

Les plasmides conjugatifs portent plusieurs génes nécessaires a la conjugaison
regroupés dans la région tra de 33 kb qui constitue environ un tiers du plasmide
(Summers, 1996). Leurs produits assurent toutes les fonctions liées au transfert,
notamment: (a) I'exclusion de surface (processus dépendant de traT et traS, qui bloque
le transfert dans une cellule qui possede déja le plasmide F (Harrison et al., 1992); (b)
synthése et assemblage du pilus F (Maneewannakul et al., 1992a); (c) stabilisation des
agrégats cellulaires formés lors de I'accouplement; et (d) transport du brin transféré vers

la cellule réceptrice (Maneewannakul et al., 1992b).
3.2.2.Déroulement de la conjugaison

La premiére étape de la conjugaison consiste en la formation des paires
cellulaires assurée par les pili F extracellulaires qui jouent un r6le essentiel dans la
reconnaissance des cellules réceptrices et 1’établissement de contact de cellule a cellule.

Apreés le contact initial entre la pointe du pilus et la cellule receveuse, le pilus se rétracte,
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rapprochant étroitement les deux cellules donneuse et receveuse (Figure 3.10)

(Summers, 1996).

DONOR CELL RECIPIENT CELL
DNA nicking by Y1 at nick site

of o4T; initation of (+) strand
DNA synihesis

o

displacement of the leading transfer of the leading strand
DNA stranc into a recipient cell

-

n

‘ transestrification reaction

initiated by Y2
(in a reciplent cell)

compleled replication
of the leading strand

joining of DNA strand ends:
transestrification initiated
by free 3'OH end

generation of circular ssDNA intermediate
and initation of lagging strand
DNA synthesis

E ,"u'\ Y

1
1
L

+
‘\
¢
‘*-—'

Figure 3.10. Réplication en cercle roulant (RCR) en transfert conjugatif. (Wawrzyniak
etal., 2017).

Dans la deuxieme étape, un ADN simple brin est introduit dans la cellule
receveuse a partir de 1’origine du transfert oriT. Une relaxase, généralement codée par

le plasmide, reconnait oriT, provoque une cassure de I'ADN simple brin dans oriT et se
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fixe de maniére covalente a l'extrémité 5> du brin d'ADN incisé via une liaison
phosphotyrosyle (Figure 3.10) (Lanka et Wilkins, 1995).

Les plasmides conjugatifs utilise la synthése de I'ADN du brin principal
(réplication en cercle tournant) a partir de l'extrémité 3' incisée pour favoriser le
déplacement du brin et le transfert de I'ADN simple brin (Lanka et Wilkins, 1995).
Dans ce cas, la relaxase couplée de manicre covalente avec I’ADN interagit avec une
protéine membranaire de couplage de type IV (T4CP) qui dirige le simple brin de
I'’ADN plasmidique vers le canal conjugatif qui est essentiellement un canal de sécrétion
de protéine (T4SS), qui transporte la protéine relaxase liée a I'ADN a transférer (Figure
3.11) (Llosa et al., 2002). L'ADN relaxase termine le transfert en rejoignant avec
précision les extrémités du plasmide et en libérant un cercle d'ADN simple brin dans la
cellule receveuse (Figure 3.10, 3.11) (Llosa et al., 2002).

Un complément du brin transféré est synthétisé chez la receveuse. Cela nécessite
les enzymes de réplication de I'ADN codées par le chromosome, y compris
I'noloenzyme de I'ADN polymérase 111. Le transfert est suivi d'une désagrégation active

des cellules donneuse et receveuse (Summers, 1996).

A la différence des plasmides conjugatifs qui portent tous les mécanismes
nécessaires a l'auto-transfert, les plasmides mobilisables ne portent que 1’ensemble des
génes DTR qui codent pour la protéine relaxase. Les plasmides mobilisables ne
contiennent qu'un module MOB (avec ou sans T4CP) et ont besoin du MPF d'un
plasmide conjugatif par correspondance pour devenir transmissibles par conjugaison
(Figure 3.11) (Smillie et al., 2010).
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Figure 3.11. (A) Vue schématique de la constitution génétique de plasmides
transmissibles. (B) Schéma de certaines interactions essentielles dans le processus de
conjugaison (Smillie et al., 2010).
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3.3. Transduction

Au début des années 1950, Lederberg et ses collaborateurs ont observé un
transfert de géne entre les souches de Salmonella typhimurium lorsqu'une souche était
exposée a un extrait sans cellule d'une autre. Ce processus, qu'ils ont appelé
transduction, était assuré par des particules de bactériophage qui servaient de vecteurs
pour transporter I'ADN entre souches (Zinder et Lederberg, 1952). Le mécanisme de
transduction du phage est bien compris et documenté.

Les bactériophages sont hautement spécifiques a leurs hotes bactériens. Le
phage se fixe sur la cellule bactérienne pour I’insertion de son génome. Ce processus
de fixation est hautement spécifique et implique la reconnaissance précise de
composants de la surface cellulaire, tels que des protéines et des éléments
lipopolysaccharidiques, par des structures spécialisees de reconnaissance de
bactériophages (Brabban et al., 2005).

Une fois que le génome viral est introduit dans I'hote, les cycles de vie des
bactériophages lytique et tempéré divergent. Cette divergence est déterminée a la fois
par la biologie des bactériophages (les bactériophages lytiques ne peuvent se reproduire
que par un cycle de vie lytique; les bactériophages tempérés peuvent se reproduire par
voie lytique ou entrer dans la lysogénie) et par I'environnement cellulaire (Brabban et
al., 2005).

La voie lytique implique une reproduction rapide des bactériophages se
terminant par une lyse cellulaire et la prolifération d'une nouvelle génération de virions
fils. Au cours du cycle de vie tempéré, le bactériophage produit au lieu de cela des
protéines répresseurs essentielles pour empécher I’expression des genes de
bactériophages conduisant a la lyse cellulaire, et intégre son génome dans le génome
bactérien, ce qui entraine souvent une conversion lysogéne. Ce bactériophage (ou
prophage) intégré peut étre amené a entrer dans le cycle de vie lytique en stress
environnemental (rayonnement ultraviolet) ou produits chimiques affectant le
métabolisme de I'ADN (Figure 3.12) (Brabban et al., 2005).
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Figure 3.12. Cycle lytigue et cycle lysogénique (Campbell, 2003).
3.3.1. Transduction généralisée

La transduction généralisée se produit lorsque I'ADN bactérien est emballé
accidentellement dans des tétes de phage au lieu de I'ADN phagique. Les particules de
phage qui ont un ADN bactérien encapsidé sont appelées particules transductrices.
Comme toute particule de phage typique, un TP peut étre adsorbé a la surface de son
hote et éjecter son ADN dans le cytoplasme de I'héte. Une fois a I'intérieur de I'héte, ce
petit fragment d’ADN peut étre dégradé ou recombiné avec I’ADN du nouvel hote. Si
cela se produit et que le géne est exprimé, un changement phénotypique peut étre
observé (Thierauf et al., 2009 ; Brabban et al., 2005).

Ce processus s'appelle la transduction généralisée, car le fragment d'ADN
bactérien qui est emballé dans la téte du phage peut provenir de n'importe quelle partie
du genome de I'ndte (Thierauf et al., 2009). Des particules genératrices de transduction
peuvent étre produites lors de la croissance lytique du phage virulent ou tempéré
(Figure 3.13) (Margolin, 1987).
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(a) Generalized transduction
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Figure 3.13. Transduction généralisée vs transduction spécialisée (Copyright© Pearson
Eduction, Inc., publishing as Benjamin Cummings).

3.3.2. Transduction spécialisée

La transduction spécialisée est un processus beaucoup plus efficace, impliquant
le passage de I'état de prophage (lysogénie) au cycle lytique. Certains bactériophages
tempérés incorporent toujours leurs génomes dans le méme point dans le génome
bactérien, tandis que d'autres sont plus aléatoires. Lors de l'induction, le prophage
s'excise du génome de I'ndte sous forme d'une unité intacte. Cependant, parfois, cette
excision est imprécise et conduit a la co-excision d’un fragment adjacent du génome de
I’hote, laissant ainsi certains génes de bactériophages (Figure 3.13) (Brabban et al.
2005).
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En fonction des genes remplacés, le bactériophage fils résultant peut étre
défectueux ou opérationnel. Par conséquent, les bactériophages transducteurs peuvent
varier. Pour que le bactériophage transducteur soit opérationnel, un ensemble minimal
de génes viraux est requis, y compris le site d’attachement (att), l'origine de la
réplication du bactériophage (ori) et les extrémités cohésives (cos). Ce bactériophage
tempéré transportant le géne de 1’hote peut maintenant passer a un nouvel hote et

intégrer son matériel génétique dans le génome du nouvel héte (Brabban et al., 2005).

Références bibliographiques

41



Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Achaz G., Coissac E., Netter P., Rocha EP. (2003). Associations between
inverted repeats and the structural evolution of bacterial genomes. Genetics.
164(4):1279-89.

Anderson DG., Kowalczykowski SC. (1997). The translocating RecBCD
enzyme stimulates recombination by directing RecA protein onto ssDNA in a
chi-regulated manner. Cell. 90:77-86.

Angov E., Brusilow WS. (1994). Effects of deletions in the uncA-uncG
intergenic regions on expression of uncG, the gene for the gamma subunit of
the Escherichia coli F1Fo-ATPase Biochim. Biophys. Acta. 1183 : 499-503
Arber W. (2000). Genetic variation: molecular mechanisms and impact on
microbial evolution. FEMS Microbiol. Rev. 24: 1-7.

Babic A., Lindner AB., Vulic M., Stewart EJ., Radman M. (2008). Direct
Visualization of Horizontal Gene Transfer. Science. 319: 1533-1536.

Block DH., Hussein R., Liang LW., Lim HN. (2012). Regulatory consequences
of gene translocation in bacteria. Nucleic Acids Res. 40(18):8979-92.

Brabban AD., Hite E., Callaway TR. (2005). Evolution of foodborne pathogens
via temperate bacteriophage-mediated transfer. Foodborne Pathog. Dis. 2: 287
303.

Bryant J., Chewapreecha C., Bentley SD. (2012). Developing insights into the
mechanisms of evolution of bacterial pathogens from whole-genome sequences.
Future Microbiol. 7(11): 1283-1296.

Campbell A. (2003). The future of bacteriophage biology. Nat Rev Genet. 4:
471-477.

Campo N., Dias MJ., Daveran-Mingot ML., Ritzenthaler P., Le Bourgeois P.
(2004). Chromosomal constraints in Gram-positive bacteria revealed by
artificial inversions. Mol. Microbiol. 51: 511-522

Chen I., Dubnau D. (2004). DNA uptake during bacterial transformation. Nat.
Rev. Microbiol. 2:241-249.

Clark AG. (1994). "Invasion and maintenance of a gene duplication." Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 91(8): 2950-2954.

Darling AE., Miklés I., Ragan M. (2008). Dynamics of Genome Rearrangement
in Bacterial Populations. PLoS Genet. 4(7): e1000128.

de Vries J., Wackernagel W. (2002). Integration of foreign DNA during natural
transformation of Acinetobacter sp. by homology-facilitated illegitimate
recombination. Proc. Natl. Acad. Sci USA. 99: 2094-2099.

Dubnau D. (1999). DNA uptake in bacteria. Annu. Rev. Microbiol. 53: 217—
244,

Engelmoer DJP., Donaldson I., Rozen DE. (2013). Conservative sex and the
benefits of transformation in Streptococcus pneumoniae. PL0oS Pathog.
9:1003758.

Fan H., Chu JY. (2007). A brief review of short tandem repeat mutation.
Genomics Proteomics Bioinformatics. 5(1):7-14.

42



Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Fookes M., Schroeder GN., Langridge GC., Blondel CJ., Mammina C., Connor
TR., Seth-Smith H., et al. (2011). Salmonella bongori provides insights into the
evolution of the Salmonellae. PLoS Pathog. 7(8):e1002191.

Goerke C., Pantucek R., Holtfreter S., Schulte B., Zink M., et al., (2009).
Diversity of prophages in dominant Staphylococcus aureus clonal lineages. J.
Bacteriol.191: 3462—-3468.

Goodman MF. (2000). Coping with replication 'train wrecks' in Escherichia coli
using Pol V, Pol Il and RecA proteins. Trends Biochem. Sci. 25(4):189-95.
Griffith F. (1928). The significance of pneumococcal types. J. Hyg. 27: 113—
159.

Grindley NDF., Whiteson KL., Rice PA. (2006). Mechanism of site-specific
recombination. Ann. Rev. Biochem. 75:567—605.

Guglielmini J., Néron B., Abby SS., Garcillan-Barcia MP., de la Cruz F., Rocha
EP. (2014). Key components of the eight classes of type IV secretion systems
involved in bacterial conjugation or protein secretion. Nucleic Acids Res. 42:
5715-5727.

Hallet B., Sherratt DJ. (1997). Transposition and site-specific recombination:
adapting DNA cut-and-paste mechanisms to a variety of genetic
rearrangements. FEMS Microbiol. Rev. 21:157-178.

Harrison JL., Taylor IM., Plat K., Connor CD. (1992). Surface exclusion
specificity of the TraT lipoprotein is determined by single alterations in a five-
amino-acid region of the protein. Molec. Microbiol. 6: 2825-2832.

Heinemann JA., Sprague GF. (1989). Bacterial conjugative plasmids mobilize
DNA transfer between bacteria and yeast. Nature. 340: 205-209.

Hepp C., Maier B. (2017). Bacterial Translocation Ratchets: Shared Physical
Principles with Different Molecular Implementations. Bioessays. 39(10)
Jayaram M., Grainge I. (2005). Introduction to site-specific recombination. In:
Mullany P. The Dynamic Bacterial Genome. Cambridge University Press, New
York, NY. p 446.

Kegel A., Martinez P., Sidney D. Carter SD, Astrém SU. (2006). Genome wide
distribution of illegitimate recombination events in Kluyveromyces lactis
Nucleic Acids Res. 34(5): 1633-1645.

Koskinieni S. (2010). Dynamics of the bacterial genome. Rates and mechnismes
of mutation. Acta Universitatis Upsaliensis. Digital Comprehensive Summaries
of Uppsala Dissetations from the faculty of medicine. pp.9-56.
Kowalczykowski SC., Dixon DA., Eggleston AK., Lauder SD., Rehrauer WM.
(1994). "Biochemistry of homologous recombination in Escherichia coli.”
Microbiol. Rev. 58(3): 401-65.

Kreuzer KN. (2013). DNA damage responses in prokaryotes: regulating gene
expression, modulating growth patterns, and manipulating replication
forks. Cold Spring Harb. Perspect. Biol. 5(11):a012674.

Kuzminov A. (1999). Recombinational repair of DNA damage in Escherichia
coli and bacteriophage lambda. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 63:751-813.

43



Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

34.

35.

36.
37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

Lacks S., Neuberger M. (1975). Membrane location of a deoxyribonuclease
implicated in the genetic transformation of Diplococcus pneumoniae. J.
Bacteriol. 124:1321-1329.

Lanka E., Wilkins BM. (1995). DNA processing reactions in bacterial
conjugation. Annu. Rev. Biochem. 64:141-169.

Lederberg J., Tatum EL. (1946). Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 11:113.
Llosa M., Gomis-Ruth FX., Coll M., de la Cruz F. (2002). Bacterial
conjugation: a two-step mechanism for DNA transport. Mol. Microbiol. 45:1-8
Low KB. (1991).Conjugational methods for mapping with Hfr and F-prime
strains. Methods Enzymol. 204:43-62.

Maneewannakul S., Kathir P., Ippen-lhler K. (1992b). Characterization of the F
plasmid mating aggregation gene traN and of a new F transfer region locus trbE.
J. Molec. Biol. 225: 299-311

Maneewannakul ~S., Maneewannakul K., Ippen-lhler K. (1992a).
Characterization, localization and sequence of F transfer region products: the
pilus assembly gene product TraW and a new product. Trbl. J. Bacteriol. 174:
5567-5574.

Margolin P. (1987). Generalized transduction. In: Neidhardt F, Ingraham J, Low
K, et al. (eds): Escherichia coli and Salmonella Typhimurium: Cellular and
Molecular Biology. American Society for Microbiology, Washington, D.C.
Meier P., Wackernagel W. (2003). Mechanisms of homology-facilitated
illegitimate recombination for foreign DNA acquisition in transformable
Pseudomonas stutzeri. Mol. Microbiol. 48: 1107-1118.

Mell JC., Redfield RJ. (2014). Natural Competence and the Evolution of DNA
Uptake Specificity. American Society for Microbiology Journals. 196 (8):1471-
1483.

Morschhéiuserl J., Kiihlerl K., Ziebuhr W., Blum-Oehler G., Dobrindtg U., and
Hacker J. (2000). Evolution of microbial pathogens. Phil. mm. R. Soc. Land. B.
355 : 695-704.

Mullany P. (2005). The Dynamic Bacterial Genome. Cambridge University
Press, New York, Melbourne, Madrid, Cape Town, Singapore, Sdo Paulo, p.
423.

Musser JM. (1995). Antimicrobial agent resistance in mycobacteria: molecular
genetic insights. Clin. Microbiol. Rev. 8: 496-514.

Nash HA. (1996). Site-specific recombination: integration, excision, resolution
and inversion of defined DNA segments. In Neidhardt FC (ed), Escherichia coli
and Salmonella typhimurium. ASM Press, Washington, DC. pp. 2363-2376.
Novick RP. (1987). Plasmid incompatibility. Microbiol. Rev. 51: 381-395.
Ochman H., Lawrence JG., Groisman E. A. (2000). Lateral gene transfer and
the nature of bacterial evolution. Nature. 405: 299-305.

Olorunniji FJ., Stark WM. (2010). Catalysis of site-specific recombination by
Tn3 resolvase. Biochem. Soc. Trans. 38: 417-421.

Paget E., Simonet P. (1994). On the track of natural transformation in soil.
FEMS Microbiol. Ecol. 15: 109-117.

44



Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Parkhill J., Sebaihia M., Preston A., Murphy LD., Thomson N., Harris DE.,
Holden MT. et al. (2003). Comparative analysis of the genome sequences of
Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis and Bordetella bronchiseptica.
Nat. Genet. 35(1):32-40.

Periwal V., Scaria V. (2015). Insights into structural variations and genome
rearrangements in prokaryotic genomes. Bioinformatics. 31: 1-9.

Petit M-A. (2005). Mechanisms of homologous recombination in bacteria. In:
Mullany P. The Dynamic Bacterial Genome. Cambridge University Press, New
York, NY.p.446.

Raeside C. (2014). Plasticity of the genome of the course of a long term
evolution experiment in Escherichia coli. Thése de doctorat. Virology.
Université de Grenoble.

Seitz P., Blokesch M. (2012). Cues and regulatory pathways involved in natural
competence and transformation in pathogenic and environmental Gram-
negative bacteria. FEMS Microbiol. Rev. 37(3):336-63

Smillie C., Garcillan-Barcia MP., Francia MV., Rocha EPC., de la Cruz F.
(2010). Mobility of Plasmids. American Society for Microbiology Journals. 74
(3): 434-452

Sokurenko EV., Hasty DL., Dykhuizen DE. (1999). Pathoadaptive mutations:
gene loss and variation in bacterial pathogens. Trends Microbiol. 7: 191-195.
Stark WM. (2015). The Serine Recombinases. In: Craig N.L, Chandler M.,
Gellert M., Lambowitz A.M., Rice P.A., Sandmeyer S.Mobile DNA, 3rd
Edition. American Society for Microbiology, Washington, DC.

Stark WM., Boocock MR., Sherratt DJ. (1992). Catalysis by site-specific
recombinases. Trends Genet. 8: 432—439.

Story RM., Weber IT., Steitz TA. (1992). The structure of the E. coli recA
protein monomer and polymer. Nature. 355(6358): 318-25.

Summers D. (1996). The Biology of Plasmids. Blackwell Science Ltd.
Cambridge. USA. p. 157.

Thierauf A., Perez G., Maloy AS. (2009). Generalized transduction. Methods
Mol. Biol. 501:267-86.

Thomas CM., Kaare M. (2005). Mechanisms of and, barriers to, horizontal gene
transfer between bacteria. Microbiology. 3: 711-721.

Treangen TJ., Abraham AL., Touchon M., Rocha EP.(2009). Genesis, effects
and fates of repeats in prokaryotic genomes, FEMS Microbiol. Rev. 33: 539-
571.

Umbarger MAE., Toro E., Wright MA., Porreca GJ., Bau D., Hong SH., et
al.,(2011). The three-dimensional architecture of a bacterial genome and its
alteration by genetic perturbation. Mol. Cell. 44(2): 252-264.

Watford S., Warrington SJ. (2019). Bacterial DNA Mutations. StatPearls
Publishing LLC. Bookshelf ID: NBK459274PMID: 29083710

Wawrzyniak P., Plucienniczak G., Bartosik D. (2017). The Different Faces of
Rolling-Circle Replication and Its Multifunctional Initiator Proteins. Microbiol.
8:2353.

45



Chapitre 3 Mécanismes de plasticité du génome bactérien

69. Weisberg RA. (1977). llligitimate recombinaison in bacteria and bacteriophage.
Ann. Rev. Genet. 11:451-73.

70. Yu LZ., Birky CW., Adam RD. (2002).The two nuclei of Giardia each have
complete copies of the genome and are partitioned equationally at cytokinesis.
Eukaryot. Cell 1(2):191-9.

71. Ziebuhr, W., Ohlsen, K., Karch, H., Korhonen, T., Hacker, J. Evolution of
bacterial pathogenesis. Cell Mol. Life Sci. 56: 719-728 (1999).

72. Zinder ND., Lederberg J. (1952). Genetic exchange in Salmonella. J. Bacterial.
64: 679-699.

46



Eléments génétiques
mobiles




Chapitre 4 Eléments génétiques mobiles

1. Organisation du genome bactérien

Le génome bactérien consiste genéralement en deux parties distinctes : le
génome central (le noyau) et le génome flexible (Medini et al., 2005 ; Tettelin et al.,

2005). L’ensemble de ces deux parties est nommé le pan génome.

Le génome central (core-genome) est une partie commune a toutes les souches
de I’espece et elle contient des génes présents dans le chromosome et dans les grands
plasmides de chaque souche, ces génes codent les fonctions de base de la cellule, telles
que les voies métaboliques clés, la formation d'enveloppe cellulaire, la réplication de
I'ADN et le renouvellement des nucléotides (Medini et al., 2005 ; Tettelin et al., 2005).

En revanche, les génes du génome flexible peuvent étre présents de maniere
variable entre les différentes souches (populations) des espéces et sont généralement
acquis par transfert horizontal de genes (Dobrindt, 2004). Ces génes codent pour des
caractéristiques accessoires mais pertinentes, telles que la pathogeénicité et la virulence,
la résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds, le métabolisme secondaire et la
symbiose et sont profondément impliqués dans I'adaptation et I'évolution de I'espéce
(Dobrindt, 2004 ; Hacker et Carniel 2001). La principale conséquence de la mobilité
des fonctions codées dans des génes qui peuvent étre librement échangés entre espéces
taxonomiquement non apparentées est que les compositions des génomes bactériens
peuvent rapidement et radicalement changer, et ces changements sont cruciaux pour
I'évolution bactérienne (Hacker et Carniel, 2001). La plasticité du génome flexible

contribue donc a I'évolution du génome bactérien.

Le génome flexible est organisé principalement en segments d'ADN
polymorphes spécifiques a la souche. Ces segments sont nommés région de plasticité
génomique (RPG) (Mathee et al., 2008). Cette région peut couvrir deux classes: (i) les
segments hypervariables qui sont susceptibles d'étre le résultat de délétions de régions
d'’ADN particuliéres dans une ou plusieurs souches, (ii) et les éléments génétiques
mobiles (MGE) (Ogier et al., 2010). Les éléments génétiques mobiles pourraient étre
excisés d'un endroit et reintégrés ailleurs dans le génome ou subir une transposition
réplicative avant l'intégration d'une nouvelle copie de I'élément ailleurs dans le génome
(mobilité intracellulaire) (Rocha, 2004).

2. Eléments génétiques mobiles (MGE) : le mobilome
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Le total de tous les éléments génétiques mobiles dans un génome est appelé
"mobilome™. Dans un sens plus large, ces éléments sont des «agents de I'évolution» ou
des «ingenieurs génétiques naturels» (Katsy, 2014). Ces éléments sont des segments
d'ADN capables de se déplacer d'un site génétique (site donneur) & un autre (site cible)
(Berg et Howe, 1989).

Le mouvement des MGE peut avoir des effets profonds sur le développement
bactérien, en diminuant et/ou en augmentant le potentiel génomique de la bactérie. Des
événements d'intégration dans de nouveaux sites du génome de I'h6te peuvent perturber
d'importantes fonctions régulatrices et métaboliques (Naitoa et Pawlowskac, 2016). A
I'inverse, les MGE contribuent a I'acquisition de nouvelles informations génétiques par
le transfert horizontal de génes, alors que les réarrangements génomiques médiés par

les MGE peuvent générer de nouveaux phénotypes (Naitoa et Pawlowskac, 2016).

Les MGE ou les éléments transposables (TE) peuvent étre divises en deux
groupes, ceux capables de passer horizontalement entre les chromosomes par un
mouvement intercellulaire (plasmides et bactériophages) et ceux qui sont uniquement
mobiles dans le matériel génétique de la cellule par un mouvement intracellulaire ou
nécessitant un vecteur pour le transfert horizontal. Les MGE intracellulaires
comprennent les transposons (Tn), les sequences d'insertion (IS) et les intégrons (In)
(Craig et al., 2002). Les procaryotes hébergent également plusieurs types de structures
possédant les caractéristiques des deux groupes (par exemple, les éléments conjugatifs
intégratifs (ICE), appelés a 1’origine transposons conjugatifs), et les ilots génomiques

(GI) (Siguier et al., 2014).

Les TE peuvent étre regroupés en trois classes en fonction de leur organisation
génétique, de leurs homologies de séquence d'ADN et de leurs propriétés mécaniques
(Nojiri et al., 2004) :

- Classe I : comprennent les IS simples (portant uniquement les déterminants
génétiques pour la transposition) et les transposons composites, dans lesquels
divers traits génétiques non liés a la transposition sont accompagnés de deux
copies d’IS tres similaires, a orientation directe ou inversée.

- Classe Il: également appelés transposons non composites comme les

transposons Tn3, Tn7.
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- Classe Il : comprend le bactériophage Mu et phages apparentés. Cette classe
comprend également les éléments intégratifs conjugatifs (ICE), les Tlots

génomiques et les intégrons (Burrus et al., 2002).
2.1. Séquences d'insertion (IS)

La définition initiale d'un IS était la suivante: un segment d’ADN court, codant
uniquement les enzymes nécessaires a sa transposition et capable d'insertion répétée
dans de nombreux sites différents d'un génome en utilisant des meécanismes
indépendants d’homologie de I'ADN entre IS et cible (Craig et al., 2002). Ils peuvent
se déplacer de fagon autonome dans un génome (entre différentes molécules d'’ADN ou
dans une molécule d'ADN individuelle) ou horizontalement entre les génomes en tant
que partie d'autres vecteurs MGE tels que les phages et les plasmides. Plus de 4500 1S

appartenant a 29 familles ont été identifiés a ce jour (Siguier et al., 2014, 2006).

Les IS jouent un réle crucial dans la translocation des séquences d'’ADN de large
taille, dans I'évolution du génome bactérien et la mutagénes (Darling et al., 2008). Leur
mobilité dans le génome peut avoir des effets néfastes, avantageux ou neutres sur la

condition physique des bactéries (Martiel et Blot, 2002).
2.1.1. Organisation

Les IS constituent les plus petits éléments transposables présents dans le
génome du procaryote (entre 700 et 2500 bp) (Siguier et al., 2014, 2006 ; Mahillon et
Chandler, 1998), avec un ou deux cadres de lecture ouverts (orfs) qui occupent toute
la longueur de I'IS et se terminent par des séquences répétées de terminaison
imparfaites (IR) (Figure 4.1). Les IR sont nécessaires pour la liaison de la transposase,
le clivage de I’ADN du donneur et le transfert de brins (Vandecraen et al., 2017). Les
orfs codent pour une transposase (Tpase) qui catalyse le clivage de I'ADN et les
transferts de brins conduisant au mouvement de I'lS et, dans certains cas, ils codent

également pour des protéines régulatrices (Mabhillon et Chandler, 1998).
IRL IRR

pp > ¢

Figure 4.1. Organisation d'un IS typique (Raeside, 2014).
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Les IS génerent egalement souvent une duplication de répétition directe (DR)
dans la cible lors de son insertion (Figure 4.2). Ces caractéristiques ne se limitent pas
aux IS des procaryotes, mais sont également partagé avec la plupart des transposons
d’ADN eucaryotes (Vandecraen et al., 2017 ; Mabhillon et Chandler, 1998).

Strand transfer ‘

OH
— GTAG C mm—
—CATCG’ L R‘ pr—

OH
Gap repair ‘

— GTAGC GTAG C m——
—CATCG’L REY CATCG mm—

— =

Figure 4.2. Génération des extrémités de répétitions directes (DR) flanquant I’IS dans
la cible (Craig, 2015).

2.1.2.Mécanisme d’action

Le mécanisme d’action impliqué dans la transposition peut étre divisé en
plusieurs étapes définies, comprenant généralement la liaison de la transposase aux
extrémités; 1’élaboration d'un complexe synaptique impliquant la transposase, peut-étre
des protéines accessoires et les deux extrémités du transposon ; cette étape implique un
recrutement concomitant ou ultérieur (en fonction de I'élément) de I'ADN cible; le
clivage et le transfert de I’IS dans la cible; et le traitement du complexe de transfert de

brin en un produit final (Mahillon et Chandler, 1998).

La chimie du clivage et du transfert de brin est trés similaire, dans la plupart des
éléments de la collection d'éléments transposables. Ceux-ci comprennent les rétrovirus
et les éléments eucaryotes Tc ainsi que le bactériophage Mu, IS10, Tn7 et 1S911
(Mabhillon et Chandler, 1998).

La transposase sélectionne l'une des nombreuses sequences cibles possibles ou

elle déplacera 1'élément d'insertion. En fonction du type, 1’¢lément IS peut entrer dans
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la séquence cible par I’'un des deux mécanismes généraux suivants: transposition

réplicative ou transposition non répétitive (Mizuuchi, 1992).
2.1.2.1. Transposition réplicative

La transposition réplicative est appelée aussi réplication par copier-coller. Elle
permet d'augmenter le nombre de copies de I'élément IS dans la cellule. Dans ce
mécanisme, la Tpase catalyse le clivage aux extrémités 3' des deux brins de I'élément
transposable par un attaquant nucléophile (généralement H.QO) ce qui génére un groupe
3'OH libre. Cet hydroxyle agit a son tour comme nucléophile dans I'attaque d'un groupe
5'-phosphate dans I'ADN cible dans une réaction de transestérification, entrainant ainsi
une coupure dans I'ADN cible (Figure 4.4A) (Mahillon et Chandler, 1998 ;
Mizuuchi, 1992). Un transfert concerté des deux brins se termine au site cible tout en
maintenant la polarité correcte du brin. Ce transfert se traduit par la jonction de chaque
brin de transposon a des brins cibles opposés et laisse un groupe 3'OH sur le brin cible
clivé (cas de 1S6, Tn3). En outre, il convient de souligner que, c'est le brin donneur lui-
méme qui effectue I'étape de clivage et de ligation dans I'ADN cible (Mahillon et
Chandler, 1998 ; Mizuuchi, 1992). L'ADN polymérase comble les lacunes et 'ADN
ligase scelle les entailles restantes. Un événement de recombinaison résout les deux
molécules. A la suite d'une transposition par réplication, la cellule a une copie de
I'élément transposable flanquée de séquences cibles dupliquées (Figure 4.4A)
(Mahillon et Chandler, 1998 ; Mizuuchi, 1992).

Une autre forme intermédiaire est aussi rencontrée dans ce type de transposition,
il s’agit de la forme circulaire adoptée par certaines familles comme 1S3, 1S21, 1S30 et
1S256. Cela implique le clivage d'une extrémité IS et I'attaque de I'extrémité opposée
par le 3’OH libére, I’IS subit ensuite une réplication en utilisant le 3’OH dans 'ADN
du donneur, un processus que I'on pourrait appeler une réplication du transposon
amorcé par le donneur. Cela génére un cercle de transposon d'ADN double brin et
régénere la molécule donneuse. Le cercle subit ensuite un clivage et une insertion
(Figure 4.3) (Siguier et al., 2015).
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Figure 4.3. Mécanisme de transposition (réplicative) par copier-coller circulaire
(Siguier et al., 2015).

2.1.2.2. Transposition non réplicative

La transposition non réplicative est appelée aussi réplication par couper-coller.
Les éléments 1S4, 1S21 et 1S30 sont des exemples de ce type de réplication. Les IS se
transposent physiquement d’une région du génome a une autre (Leonard et Mahillon,
1998). Dans ce processus, la Tpase rapproche les répétitions inversées et I’ADN
flanquant. Une liaison phosphodiester est alors clivée sur chaque brin aux extrémités
opposées de I’élément IS, ce qui donne des groupes OH libres (Figure 4.4B). Chaque
extrémit¢ 3'OH attaque l’extrémité 5" du brin complémentaire, formant ainsi un
nouveau lien créant des structures en épingle a cheveux au niveau des extrémités 1S,
libérant I'IS de I'ADN adjacent. Le lien est ensuite hydrolysé pour régénérer le
groupement 3"OH qui attaquent I'ADN cible (Siguier et al., 2015 ; Mizuuchi, 1992).
A partir des groupes 3'OH, les molécules d’ADN polymérase de la cellule comblent

les lacunes (Figure 4.4B).
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Figure 4.4. Les séquence donneuse et cible sont représentées en haut et en bas,
respectivement (Copyright © 2008 W.W. Norton and Company).

Certains ¢éléments IS, tels qu’IS1, sont capables de subir les deux types de
transposition (Biel et Berg, 1984).

2.1.3. Impact de la transposition des éléments IS
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De plus en plus de données décrivent I’impact des IS sur le génome de leur hote,
mais I’inactivation des geénes reste 1’effet le plus courant de la transposition des IS
(Figure 4.5). De nombreux cas ont été décrits illustrant la modulation de la résistance,
de la virulence et des activités metaboliques par l'inactivation de génes médiée par I'lS
(Vandecraen et al., 2017).

insertion sequence C

gene X

(a) Inactivation of gene product by IS insertion within a target host gene

{b) Inactivation of gene expression by IS insertion that disrupts or deletes
a target host gene promoter

{c) Activation of gene expression by IS insertion that creates an alternative tar-
get host gene promoter or results in read-through transcription

Co-transcription
Figure 4.5. Effets possibles de la transposition d'lS sur la fonction et I'expression d'un
gene cible (Vandecraen et al., 2017).
2.1.3.1. Inactivation des génes
L'effet le plus courant de la transposition des IS est I'inactivation des genes en
raison de la perturbation de la séquence codante par I’IS (Kumar et al., 2014). Cela est

particulierement préoccupant dans le cas ou les IS affectent la résistance aux

antibiotiques créant ainsi un probléme de santé majeur. Des cas ou des IS affectent la
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résistance aux antibiotiques en inactivant directement les genes de lI'absorption ont été
décrits (Vandecraen et al., 2017) :

Transport des antibiotiques. Des exemples incluent une résistance accrue au
carbapénéme en raison de la translocation d’une IS dans le géne oprD codant pour la
porine de nombreux isolats de Pseudomonas aeruginosa (Al-Bayssari et al., 2015 ;
Fowler et Hanson 2014; Rojo-Bezares et al., 2014) ; le gene carO codant pour la
porine d’Acinetobacter baumannii (Mussi et al., 2005) ; le géne ompE36 codant pour
la porine d'Enterobacter aerogenes (Chen et al., 2008) et le géne ompK36 codant pour
la porine de Klebsiella pneumoniae (Lee et al., 2007).

Sites cibles des antibiotiques. La translocation des IS peut egalement affecter
les sites cibles des antibiotiques. Par exemple, 1'inactivation médiée par I’IS des familles
ISAball et IS70 des génes de la biosynthése du lipide A chez Acinetobacter baumannii
entraine une résistance élevée a la colistine en raison de la perte totale de la production

du lipopolysaccharide, cible initiale de la colistine (Moffatt et al., 2011).

Activités métaboliques. D'autres cas illustrant la modulation d'activités
métaboliques telles que I'utilisation de sources de carbone, I'utilisation de donneurs
d'électrons et la production de métabolites primaires et secondaires par inactivation de
genes médiée par IS ont été décrits (Vandecraen et al., 2017) : Par exemple, la capacité
a croitre sur différents composés aromatiques peut étre modulée par insertion des IS de
la famille ISL3 dans la voie catabolique du xyléne et du naphtaléne du Pseudomonas
stutzeri OX1 (Bolognese et al., 1999). Egalement, la capacité de Thiobacillus
ferrooxidans a oxyder le Fe?* (donneur d'électrons) peut étre affectée par I'insertion de
ISTfel (famille ISL3) dans le géne resB (Cabrejos et al., 1999). Une inactivation de la
production de métabolites primaires et secondaires induite par IS a été observée chez
Acinetobacter baumannii pour la biosynthese des lipides A (Moffatt et al., 2011).
Egalement, la production d'indole, souvent utilisé comme caractéristique biochimique
pour la différenciation des espéces, est inactive dans de nombreuses souches de Shigella

par transposition d'IS dans I'opéron tna (Rezwan et al., 2004).

Virulence. L'impact de la transposition d'IS sur la virulence via la modulation

de la formation de biofilm et la production de substances polymeéres extracellulaires a
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été décrit pour différentes bactéries (Vandecraen et al., 2017) : Chez Enterococcus
faecalis, une inactivation de l'activité gélatinase qui est essentielle dans les premiéres
étapes de la formation de biofilm est induite par la transposition de 1’'IS256 (Perez et
al., 2015). Une perte de production de polysaccharides extracellulaires a également été
observée chez Xanthomonas oryzaei via l'inactivation médiée par IS du gene de la
gomme M, qui fait partie du groupe de gommes impliqués dans la biosynthese de
polysaccharides extracellulaires (Rajeshwari et Sonti, 2000). Chez Neisseria
meningitidis, I’expression de la capsule et I’endogéne lipooligosaccharide (LOS), ainsi
qu’un important antigéne sont affectés par I’inactivation de geénes de biosynthése
essentiels par I’'IS1301 (Claus et al., 2003 ; Newcombe et al., 1998 ; Hammerschmidt
etal., 1996). Dans ce cas, I’inactivation des génes responsables des antigénes de surface

offre une protection accrue contre les défenses de I'hote.

Génération de pseudogénes. Un autre aspect important de 1’inactivation des
genes par I’insertion dans les parties régulatrices est 1’apparition de pseudogenes et leur
fixation qui sera facilitée par des goulots d'étranglement successifs et son effet serait
d'autant plus marqué que la population bactérienne est génétiquement isolée (Touchon
et Rocha, 2007). Les endosymbiotes intracellulaires en fournissent de nombreux
exemples. L accumulation de pseudogénes chez les endosymbiotes générés par les IS
dans des fonctions pouvant étre assurées par I’hote augmenterait la dépendance de la
population bactérienne vis-a-vis de 1’hote (Mira et al., 2001). La capacité des IS a
générer des suppressions devrait également conduire a une élimination compléte ou
partielle des IS eux-mémes. On pense que cela s'est produit dans des anciens

endosymbiotes sans IS (Siguier et al., 2015).
2.1.3.2. Augmentation de I’expression génique

Transport d’antibiotiques. Les éléments IS peuvent egalement affecter les
voies de régulation, modulant ainsi I'expression des génes. Cela peut augmenter les
niveaux d'expression si I'IS est inséré dans une séquence de répresseur. Une
dérépression des pompes d'efflux a été observée chez P. aeruginosa, par l'insertion
d'IS21 dans le répresseur mexR, ce qui entraine une transcription accrue de la pompe
d'efflux mexAB-oprM et une résistance accrue aux b-lactamines (Boutoille et al.,

2004). Un autre exemple chez P. putida, ou I’insertion de I’ISS12 (famille 1S21) dans
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le répresseur du gene srpS, entraine une expression accrue de la pompe d'efflux srpAC

et une tolérance constitutive aux solvants organiques toxiques (Sun et Dennis 2009).

Virulence. Un autre exemple de I’augmentation de I’expression génique
entrainée par I’atteinte des séquences régulatrices est la modulation médiée par 1IS256
de lavirulence de S. aureus par insertion dans le promoteur Rot (répresseur des toxines),
entrainant la dérépression de I'expression de la cytotoxine et une virulence accrue
(Benson et al., 2014).

2.1.3.3. Création de promoteurs hybrides

Les IS peuvent fournir des séquences promotrices, qui sont soit entierement
incluses dans I’IS, soit créées par le placement correct d’un composant promoteur -35
dirigé vers I’extérieur, souvent présent dans les extrémités de 1’IS, par rapport a une
boite -10 appropriée dans la région génomique adjacente pour former un promoteur
hybride (Figure 4.5). Ces séquences promotrices fournies par I’IS peuvent étre
orientées vers I'IR droit ou gauche (défini par rapport a I'orientation de la transcription

du gene de la transposase) (Vandecraen et al., 2017).

De nombreux IS portent des composants promoteurs —35 orientés vers I’ADN
adjacent. Dans un certain cas, cela joue un réle important dans leur transposition, car
un nombre important d'IS transposent a I'aide d'un cercle de transposon excisé avec des
extrémités gauche et droite aboutées (Siguier et al., 2015). Pour ces IS, I’autre
extrémité porte un élément -10 orienté vers le géne Tpase avec le -35, cela génere un
puissant promoteur lors de la formation de la jonction circulaire pour diriger
I'expression de la Tpase nécessaire a la catalyse de I'intégration (Duval-Valentin et al.,
2001). Par conseéquent, si l'intégration se produit a c6té d'une séquence résidente —10,
la séquence I1S-35 peut contribuer a un promoteur hybride pour conduire I'expression
de génes voisins (Prentki, Teter et al., 1986). A I'heure actuelle, on a signalé que ce
phénomeéne se produisait avec plus de 30 IS différents chez au moins 17 espéces

bactériennes (Siguier et al., 2015).

2.2. Transposons composites
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Les transposons composites sont des MGE assurant la dissémination de génes
responsables de I'adaptation et de la survie des bactéries, y compris ceux conférant la
résistance aux antibiotiques et la dégradation des xénobiotiques (Tansirichaiya et al.,
2016). lls consistent en deux séquences d'insertion (IS) qui encadrent un segment
d’ADN (Figure 4.5) (Tansirichaiya et al., 2016). Les IS peuvent étre en orientation
directe ou inverse. Tres souvent, seule 1’'une des deux IS du transposon code pour une
transposase fonctionnelle, I’autre code souvent pour un régulateur de la transposition

(Merlin et Toussaint, 1999).

IS10-Left IS10-Right

NP = = = J oo Pe—— <

Figure 4.5. Transposon composite Tn10 avec des copies inversées de 1S10 (la copie de
gauche 1S10 n'est pas transposable de maniere autonome) (Siguier et al., 2015).

Le segment d’ADN encadré par les IS n’intervient pas dans la transposition et
peut coder pour n’importe quelle fonction. Le plus souvent, il s’agit de genes de
résistance aux antibiotiques (kanamycine chez Tn5, tétracycline chez Tn10 ou
chloramphénicol chez Tn9), ou de genes cataboliqgues comme chez Tn3411
(catabolisme du citrate) ou Tn5280 (catabolisme du trichlorobenzene) (Merlin et
Toussaint, 1999).

Le transposon composite peut étre transposé comme une unité entiére (y
compris les deux éléments IS adjacents) selon un mode couper-coller ou copier-coller.
Les transposons Tn10 et Tn5 ainsi que leurs éléments IS respectifs (IS10 et 1S50), sont
transposés par un mécanisme couper-coller non réplicatif. Lors de la transposition
couper-coller, le transposon est d'abord excisé de I'ADN donneur adjacent par une paire
de cassures double brin catalysées par la transposase a chaque extrémité du transposon,
ensuite le transposon excisé est inséré dans un site cible. La réparation chez I'n6te de la
jonction de I'ADN transposon-cible compléte le processus de transposition et laisse une

duplication caractéristique du site cible (Haniford et Ellis, 2015).

2.3. Transposons non composites
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Les transposons non composites se caractérisent par 1’absence d’IS a leurs
extrémités. La plupart d’entre eux sont apparentés par leur transposase et par leurs
séquences terminales de 35 a 48 pb, répétées en orientation inverse et reconnues par la
transposase (Merlin et Toussaint, 1999). Ce type de transposons possede un
mécanisme de transposition plus complexe, regroupant principalement les membres des

familles de transposons Tn3 et Tn7 (Szuplewska et al., 2014).
2.3.1. Transposon Tn3

Le transposon Tn3 est I’archétype d’une grande famille de transposons avec des
représentants dans presque tous les phyla bactériens, notamment les protéobactéries,
les firmicutes et les cyanobactéries (Nicolas et al., 2015).

Le trait distinctif contribuant a la prolifération et au succés évolutif des
transposons de la famille Tn3 est leur mode de transposition réplicative (Curcio et
Derbyshire, 2003). Ils se transposent a I’aide d’un mécanisme de type copier-coller
dans lequel la réplication du transposon se produit lors de I'intégration dans la cible. La
transposition intermoléculaire génere un intermédiaire de co-intégrat, dans lequel les
molécules donneur et cible sont fusionnés par des copies de transposons de repétition
directe (Nicolas et al., 2015).

La formation du co-intégrat nécessite a la fois la transposase codée par le
transposon (tnpA), pour couper et joindre les extrémités du transposon avec I'ADN
cible, et la machinerie de réplication cellulaire, pour copier les brins complémentaires

du transposon (Nicolas et al., 2015).

Les transposons de la famille Tn3 codent généralement pour une recombinase
site-spécifique, ou «résolvase», dont le role est de résoudre I'intermédiaire co-intégrat
en catalysant une réaction de recombinaison réciproque entre les copies nouvellement
synthétisées de I'élément. La recombinaison a lieu sur un site spécifique, le «site de
résolution» (res) ou le «site de recombinaison interne» (IRS) situé a l'intérieur du
transposon (Nicolas et al., 2015 ; Szuplewska et al., 2014). La réaction achéve le cycle
de transposition en restaurant la molécule d'origine du donneur et en produisant une

molécule cible avec une copie de transposon (Nicolas et al., 2015).

La résolvase des transposons les plus caractérisés de la famille Tn3 appartient a

la famille des sérine recombinases (S-recombinases), mais dans quelques cas, elle
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appartient a la famille des tyrosines recombinases (Y-recombinases) (Olorunniji et
Stark, 2010).

2.3.1.1. Organisation
Les membres de la famille Tn3 sont composeés de (Figure 4.6) :

- un module central de transposition : comprenant le géne de la transposase
(tnpA) et des répétitions inversées (IR) d'environ 38 pb typiques aux extrémites
du transposon (Nicolas et al., 2015).

- un module de résolution du co-intégrat : c’est un module de recombinaison
site-spéecifique composé d'un gene de résolvase (tnpR) et d'une séquence res
responsable de la résolution du co-intégrat (sur les sites res), qui sont des formes

intermédiaires en transposition réplicative (Szuplewska et al., 2014).

R e (R |

tnoR + res tnpA Auxiliaires

Figure 4.6. Structure des transposons de la famille Tn3. (Nicolas et al., 2015).

- Genes auxiliaires : Les transposons de la famille Tn3 contiennent généralement
un ou plusieurs génes auxiliaires en plus de leurs modules de transposition et de
résolution de co-intégrat. La taille de ces éléments varie de quelques dizaines a
plusieurs kilobases selon le nombre de génes gu'ils transportent (Nicolas et al.,

2015). Ces genes peuvent étre regroupés en trois catégories :

a. Geénes auxiliaires antimicrobiens

Les membres de la famille Tn3 qui conférent une résistance aux composes
antimicrobiens se trouvent dans différents sous-groupes de la famille. Des exemples de
ceux-ci incluent les génes B-lactamase porté sur le Tn3 (Partridge et Hall, 2005), le
gene de résistance au macrolide-lincosamide-streptogramine porté sur le Tn917
d’Enterococcus faecalis (Shaw et Clewell, 1985), les geénes aminoglycoside
phosphotransférase porté sur le Tn5393 (Chiou et Jones, 1993) ou le géne tetA (A) de
la pompe d'efflux de tétracycline porté sur Tn1721 (Allmeier et al., 1992).
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Il existe maintenant de nombreux représentants de la famille Tn3 identifiés avec
difféerentes combinaisons de déterminants de la résistance aux antibiotiques, qui
contribuent & I'émergence et a I'expansion accélérée d'agents pathogenes bactériens
multirésistants dans les environnements cliniques et communautaires (Nicolas et al.,
2015).

b. Genes auxiliaires cataboliques

Les transposons cataboliques de la famille Tn3 permettent aux cellules hotes
d'utiliser des composés xénobiotiques tels que des hydrocarbures aromatiques
récalcitrants (par exemple, le toluéne, les xylénes et le naphtalene) en tant que source
unique de carbone et d'énergie (Nicolas et al., 2015).

c. Geénes auxiliaires pathogéniques

Cette catégorie de génes auxiliaires inclue des facteurs de virulence provenant
d'agents pathogenes d'origine animale et végétale. Par exemple, le transposon ThXO1
du plasmide de virulence de B. anthracis, porte un opéron responsable de la germination
des spores lors de l'infection (Van der Auwera et Mahillon, 2005), et le ThhopX1 du
Pseudomonas syringae, favorise la dispersion de HopX1, une protéine effectrice
conservée dans la plupart des phytopathogenes, avec systémes de sécrétion de type IlI
(Landgraf et al., 2006).

2.3.1.2. Mécanisme moléculaire de la transposition

Les transposons de la famille Tn3 se transposent par un mécanisme de

transposition réplicative en deux étapes (Ichikawa et Ohtsubo, 1990):
a. Formation d'un co-intégrat

La transposase introduit des clivages aux deux extrémités 3’ de 1’élément, puis
relie ces extrémités aux phosphates échelonnés de I’ ADN cible (transfert de brin) pour
générer I’intermédiaire «intermédiaire de Shapiro» dans lequel les brins d’ADN du
transposon sont connectés aux molécules du donneur et de la cible par I’intermédiaire
de structures ramifiées a trois voies ressemblant a des fourches de réplication (Figure
4.7). Le recrutement des facteurs de réplication de I'hdte conduit a une duplication des
transposons et a la formation de répétitions directes courtes flanquant les deux copies

de I'élément dans le co-intégrat (Figure 4.7) (Nicolas et al., 2015).
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Strand transfer product

=

Comtegrate

=

Figure 4.7. Modéle de transposition réplicative d’un transposon Tn (Nicolas et al.,
2015).

b. Résolution du co-intégrat

La résolution du co-intégrat est une étape catalysée par une enzyme résolvase
qui sert a scinder I’intermédiaire de co-intégration en deux cercles, en catalysant une
réaction de recombinaison site-spécifique entre les deux copies du transposon dans le

co-intégrat (Olorunniji et Stark, 2010).

2.3.2. Transposon Tn7

Le transposon Tn7 est un transposon bactérien de 14 kb qui a été découvert a

I'origine chez Escherichia coli (Parks et Peters, 2007). Le Tn7 se distingue des autres
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transposons par les niveaux de contrdle qu’il affiche quand et ou il dirige la

transposition et par sa capacité a utiliser différents types de sites cibles (Peters, 2015).

Le Tn7 possede deux systéemes de transposition distincts qui tirent parti a la fois
de la stabilité du chromosome et de la mobilité des plasmides pour la propagation, la
persistance et la dissémination parmi les bactéries (Figure 4.8) (Peters, 2015 ; Parks
et Peters, 2009 ; Craig, 2002; Peters and Craig, 2001a ; Waddell et Craig, 1988).

Le Tn7 se transpose préférentiellement aux plasmides conjugatifs lorsqu'ils
entrent dans la cellule. Ce ciblage préférentiel de ces plasmides par Tn7, et le large
éventail d'hotes de ces plasmides, contribuent a la dispersion du Tn7 parmi les
populations bactériennes (Wolkow et al., 1996). Le Tn7 comme beaucoup d'autres
transposons bactériens, porte des génes qui codent pour les déterminants de la résistance
aux antibiotiques. La voie de dispersion des plasmides peut donc permettre a de
nombreuses bactéries d’acquérir une résistance aux antibiotiques (Peters et Craig,

2001b).

TnsABC+E
Structure found during conjugation

O a0

Plasmid donor cell Plasmid recipient cell

TnsABC+D
Specific chromosomal site att’n7

O dt o

Plasmid donor cell Plasmid recipient cell

Figure 4.8. Les deux voies de transposition du Tn7 (Peters et Craig, 2001b).

Dans sa deuxieme voie de transposition, le Tn7 s'insere a haute fréquence dans
un seul site spécifique dans les chromosomes bactériens. L’insertion de Tn7 dans ce
site n’est pas délétere pour 1’hote et fournit un site «slir» pour I’insertion du transposon.
Cette voie d'insertion site-spécifique fournit donc un mécanisme pour favoriser la
coexistence reussie de Tn7 et de son hdte, ainsi que pour promouvoir la transmission
de Tn7 aux cellules filles (Peters, 2015 ; Peters et Craig, 2001b).
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2.3.2.1. Structure du Tn7

Le transposon Tn7 est composé de cing génes codant pour des protéines: TnsA,
TnsB, TnsC, TnsD et Tnsk (TnsABCDE), ainsi que des séquences d'extrémité gauche
et droite Tn7-L et Tn7-R (Figure 4.9) (Bainton et al., 1993). TnsA et TnsB constituent
la transposase, TnsD et TnsE sont des facteurs de spécificité de cible, et TnsC est une
protéine régulatrice qui communique entre la transposase et les protéines de ciblage
(Peters, 2015). Les extrimités Tn7-L et Tn7-R sont les séquences sur lesquelles agit le
mécanisme de transposition. Le segment de I'extrémité gauche (Tn7-L) est d'environ
150 pb et contient trois sites de liaison de TnsB largement espacés, et le segment de
I'extrémité droite (Tn7-R) est d'environ 90 pb de long et contient quatre sites
chevauchant de liaison de TnsB (McKown et al., 1987). Tout morceau d'ADN flanqué
par ces segments d'extrémité peut étre transposé en présence des protéines de
transposition Tn7 (Peters et Craig, 2001b).
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Figure 4.9. Structure du Tn7 (Peters, 2015).

Cette configuration des sites de liaison confere une asymétrie au transposon et
permet au Tn7 de contrdler non seulement la position et le moment de la transposition,
mais également I'orientation gauche a droite des séquences d'extrémité du transposon
par rapport a la molécule d'/ADN cible (Finn et al., 2007 ; Peters et Craig, 2001a ;
Bainton et al., 1991). Les sites de liaison TnsB des différents éléments ne sont pas

identiques, mais ils sont similaires (Parks et Paters, 2009).

2.3.2.2. Principales protéines de la transposition du Tn7
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La transposase hétéeromérique TnsA/TnsB. Les protéines TnsA et TnsB
comprennent le composant transposase du mécanisme de transposition du Tn7 (Parks
et Peters, 2009). La transposase hétéromerique TnsAB excise le Tn7 du site donneur
en introduisant des coupures d'/ADN double brin & chaque extrémité de I'élément
transposable, puis joint les extrémités du transposon a I'ADN cible (Lu et Craig, 2000 ;
Sarnovsky et al., 1996). La transposase TnsAB ne déclenche la transposition que
lorsqu'un lieu approprié pour l'insertion a été identifié (Sarnovsky et al., 1996 ; May
et Craig, 1996). Bien que tous les éléments transposables présentent un certain degré
de speécificité ou de biais vis-a-vis du site cible, il a ét¢ montré qu'un nombre limité
contréle la transposition, de sorte gu'ils n'initient le processus que lorsque certaines

cibles spécifiques sont identifiées (Peters, 2015).

TnsB est une transposase de la superfamille des intégrases rétrovirales (Haren
et al., 1999 ; Sarnovsky et al., 1996). Cette protéine effectue la premiere réaction de
rupture et de jonction, qui impliquent le clivage des extrémités 3" du transposon de
I’ADN flanquant du donneur. Le Tn7 est également clivé aux extrémités 5° par TnsA.
Les extrémités 3"-hydroxyle du transposon sont ensuite reliées a des groupes 5'-
phosphate de I’ADN au site d’insertion de la molécule cible (Figure 4.10) (Sarnovsky
et al., 1996).

En plus de catalyser les événements de rupture et de jonction aux extrémités 3
de I'élément pendant la transposition, la protéine TnsB est également responsable de la
reconnaissance des sequences qui délimitent les extrémités gauche et droite de I'élément
(Figure 4.10) (Arciszewska et Craig, 1991).
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Figure 4.10. Mécanisme de la transposition du Tn7 (Peters et Craig, 2001b).

La protéine TnsA ressemble structurellement & une endonucléase de restriction
(Ronning et al., 2004) et réalise la réaction de rupture sur le brin opposé de la molécule
donneuse dans les extrémités 5°, libérant ainsi complétement 1’élément et laissant
derriere elle une rupture d’ADN double brin (Figure 4.10) (May et Craig, 1996;
Sarnovsky et al., 1996).

Les réactions de rupture et ligature de la transposase hétéromérique TnsAB
donne un produit dans lequel le transposon est li¢ de maniére covalente a I’ADN cible
a ses extrémités 3" et est flanqué de gap a ses extrémités 5° (Figure 4.10). La réparation
de ces gap par la machinerie de 1’hote apres la transposition donne une duplication du
site cible de 5 pb, caractéristique de I'insertion de Tn7 (Peters, 2015 ; Peters et Craig,
2001a ; Peters et Craig, 2001b).

La TnsC. La TnsA et TnsB ne procéderont pas a la transposition seule. ThsC
interagit avec I’ADN cible et avec TnsAB pour favoriser 1’excision et I’insertion de
Tn7 (Bainton et al., 1993). La TnsC n'active la transposition qu'une fois complexé avec
I'ADN cible et I'une des protéines de sélection de la cible, TnsD ou Tnsk (Bainton et
al., 1993; Waddell et Craig, 1988). TnsC est une protéine de liaison a I'ADN double
brin censée moduler I'activité via un domaine ATPase (Stellwagen et Craig, 1998).
Cette protéine est considérée comme le régulateur central de la transposition en raison

de son exigence dans les deux voies de sélection du site cible (Peters et Craig, 2001a).

TnsD et TnskE. Ce sont des sélecteurs de cibles. Les deux protéines de sélection
de cible TnsD et TnskE agissent en identifiant les molécules cibles potentielles et en
activant ensuite la machinerie de transposition centrale par la formation du complexe
nucléoprotéine (Finn et al., 2007 ; Craig, 2002 ; Peters et Craig, 2001b). TnsD et
TnsE permettent aux protéines TnsABC d'exécuter les réactions de cassure et de
jonction qui excisent Tn7 du donneur et I'insere dans un site cible (Peters et Craig,
2001b). Ainsi, TnsD et TnsE agissent non seulement comme des sélecteurs de sites
cibles, mais egalement comme des activateurs de la machinerie de base de TnsABC.
TnsD et TnskE sont toutes deux des protéines de liaison a I'ADN (Peters, 2015 ; Parks
et Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001b).

2.3.2.3. Voie de transposition médiée par TnsD
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TnsABC+D favorise l'insertion de Tn7 en une séquence d'’ADN specifique,
appelée attTn7, que I'on trouve dans de nombreuses bactéries (Gay et al., 1986). TnsD
est une protéine de liaison a I'ADN site-spécifique qui se lie a attTn7 (Peters, 2015 ;
Parks et Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001b).

La protéine TnsD se lie a une séquence d'ADN située dans I'extrémité 3" du gene
glmS (Figure 4.11) (Peters, 2015). Le gene glmS code pour la glucosamine 6-
phosphate synthase (GImS). Cette protéine catalyse la formation du 6-phosphate
glucosamine a partir d'un précurseur de fructose 6-phosphate. Le produit de cette
réaction, la N-acétylglucosamine, est un composant essentiel de la paroi cellulaire chez
les bacteéries (Peters, 2015). Ce qui rend ce gene hautement conservé en raison de son
réle essentiel a la survie des cellules hotes (Peters, 2015 ; Parks et Peters, 2009 ;
Peters et Craig, 2001b). Cependant, le point réel d'insertion de Tn7 se situe en aval de
la région codante du gene gimS (Figure 4.11). Ainsi, l'insertion de Tn7 dans attTn7,
bien que dirigée par un gene hautement conserve, ne conduit pas a la destruction de ce
gene (Peters, 2015 ; Parks et Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001b). La séquence
attTn7 trouvée dans le géne glmsS est hautement conservée dans un large éventail de
bactéries, ce qui indique que la transposition médiée par TnsABC + D fournit une
stratégie «intelligente» qui devrait permettre & Tn7 de trouver un site d’insertion «stire»
chez divers hotes (Peters et Craig, 2001b).

TnsABl TnsD

S +55 gims

Figure 4.11. Voie de transposition médiée par TnsD (Peters et Craig, 2001b).

Lorsque TnsD se lie au site attTn7, il provoque une distorsion de la structure de
I’ADN qui recrute a son tour TnsC et active la transposition (Kuduvalli et al., 2001).
La protéine TnsD interagit également avec deux protéines hétes, la protéine ribosomale
L29 et la protéine acyl-carrier (ACP), qui semblent stabiliser le complexe
nucléoprotéique et stimuler la transposition TnsABC+D (Sharpe et Craig, 1998).

L'interaction avec ces protéines peut fournir a I'élément Tn7 des indices sur I'état
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métabolique ou la phase de croissance de la cellule héte, affinant encore la régulation

de la transposition (Sharpe et Craig, 1998).

En outre, la localisation du gene glmS pourrait également étre considérée
comme avantageuse pour Tn7. Le géne gImS est presque toujours situé prés de 1’origine
chromosomique de la réplication et se réplique donc tot dans le cycle cellulaire. Puisque
Tn7 est un transposon de type couper-coller, il laisse derriére lui une rupture d'ADN
double brin (DSB) suite a I'excision (Bainton et al., 1991). Une copie de I'élément est
généralement régénérée une fois la DSB réparée par recombinaison homologue avec le
chromosome frére (Parks et Peters, 2009). Ainsi la voie TnsABC+D favoriserait la

transmission verticale du transposon Tn7 vers les cellules filles.
2.3.2.4. Voie de transposition médiée par Tnsk

Alors que la voie TnsD dirige la transposition dans les chromosomes et favorise
la propagation verticale du Tn7 vers la descendance d'un hote, la voie TnsE maximise
le transfert horizontal de I'élément (Finn et al., 2007; Wolkow et al., 1996).

La transposition médiée par TnsSABC+E cible un aspect de la réplication
spécialisée de I'ADN qui se produit pendant le transfert du plasmide conjugatif (Parks
et Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001b). Le transfert du plasmide conjugatif débute
quand une protéine codée par le plasmide clive I’ADN au niveau du site (oriT), et en se
liant I’extrémité 5° du brin clivé, elle le dirige dans la cellule réceptrice. Un brin d'ADN
complémentaire est alors synthétisé dans les cellules donneuse et receveuse pour
rétablir 'ADN double brin (Peters et Craig, 2001b). Toutefois, la synthése du
deuxiéme brin de I'ADN plasmidique est fondamentalement différente dans les cellules
donneuse et receveuse, car les brins d'/ADN sont de polarité opposée. Dans la cellule
donneuse, la réplication de I'ADN plasmidique se produit par synthése de I'ADN du
brin principal et ne doit étre amorcée qu'une seule fois, alors que dans la cellule
receveuse, la réplication de I'ADN doit étre continuellement réamorcée dans le cadre

d'un processus de synthese du brin tardif (Peters et Craig, 2001b).

La transposition médiée par TnsE se produit en identifiant un aspect de la
synthése de I'ADN du brin tardif (Parks et Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001a;
Peters et Craig, 2001b). Cette voie de transposition reconnait préférentiellement les
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plasmides mobiles lorsqu'ils entrent dans la cellule hdte contenant Tn7 (Wolkow et al.,
1996).

Le transposon Tn7 obtient lI'acces a 'ADN plasmidique activement transporté
parmi les bactéries, augmentant ainsi la probabilité que le transposon soit transporté
vers un nouvel héte. Tn7 est capable d'y parvenir sans le compromis évolutif auquel les
autres transposons sont confrontés en selectionnant des cibles au hasard, ce qui
risquerait de perturber les fonctions essentielles de I'h6te ou de les insérer a des
positions qui, par ailleurs, auraient un effet défavorable sur I'expression des genes
(Parks et Peters, 2009).

La voie médiée par TnsE ne reconnait pas les plasmides qui ne sont pas capables
de se mobiliser entre les bactéries, ce qui indique qu'une adaptation spécifique pour
reconnaitre les plasmides mobiles existe (Peters, 2015). Les événements de
transposition sont également dirigés vers la possibilité du phage filamenteux M13,
indiquant un autre mécanisme pour faciliter le transfert horizontal de I'élément (Finn et
al., 2007).

Bien qu'une préférence régionale distincte soit trouvée avec les insertions
médiées par Tnsk, aucune séquence d'’ADN préférée ne peut étre identifiee dans les
séquences d'’ADN utilisées pour l'insertion. Par conséquent, contrairement a TnsD,
TnsE n'est pas une protéine de liaison a I'ADN spécifique a une séquence (Peters,
2015). L'analyse de la liaison de TnsE montre que cette protéine possede une liaison
spécifique aux extrémités libres 3" (Peters, 2015 ; Peters et Craig, 2001a ; Peters et
Craig, 2001b).

Les caracteéristiques qui permettent a la transposition médiée par TnskE de cibler
le brin tardif lors de la réplication de I'ADN impliquent une interaction de TnskE avec
une structure d'ADN composée d’une extrémité 3’ libre et de la pince coulissante 3
(également appelé B-clamp ou DnaN) qui s’attache a I'ADN polymérase lors de son

déplacent le long du chromosome bactérien au cours de la réplication (Peters, 2015).

La distribution attendue des protéines B-clamp sur les deux brins pendant la
réplication de I'ADN est trés différente (Peters, 2015). En théorie, une seule B-clamp
sur le brin avance pourrait suffire a répliquer un réplichore entier. Cependant, la

réplication de la matrice du brin tardif est discontinue et une nouvelle f-clamp est
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chargée pour I'ADN polymérase 111 et I'ancienne est abandonnée. La capacité de Tnsk
a interagir avec la B-clamp coulissante constitue un modele satisfaisant de la maniére
dont TnsE pourrait étre recruté dans le brin tardif (Peters, 2015). L'interaction avec la
pince coulissante se fait par l'intervention d’une séquence conservée trouvée entre 121

et 131 dans Tnsk (Peters, 2015).
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Figure 4.12. Voie de transposition médiée par Tnsk (Peters et Craig, 2001b).

Des insertions médiées par TnsE se produisent parfois dans le chromosome
(Figure 4.12), bien qu'a une frequence beaucoup plus basse que celle observée dans les
plasmides conjugatifs (Parks et Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001b). Les insertions
chromosomiques médiées par le TnsE sont fréquentes dans la région du chromosome
ou la réplication se termine (Peters et Craig, 2000). Tous les chromosomes bactériens
sont répliqués de fagon bidirectionnelle par deux fourches de réplication qui
proviennent d'une méme origine (ori), ces fourches de réplication se rencontrent au
niveau de la région terminale, divisant le chromosome en deux réplichores (Sherratt,
2003). Les insertions médiées par Tnsk se produisent avec une orientation opposée des
extrémités Tn7 dans chaque réplichore dans une configuration compatible avec la
reconnaissance de la synthése du brin chromosomique tardif (Figure 4.12) (Parks et
Peters, 2009 ; Peters et Craig, 2001a ; Peters et Craig, 2001b).

2.4. Intégrons

Les intégrons sont des plates-formes génétiques qui permettent aux bactéries
d'évoluer rapidement grdce a l'acquisition, au stockage, a l'excision et au
réordonnancement des cadres de lecture ouverts trouvés dans des éléments mobiles
nommes cassettes (Escudero et al., 2014). Les intégrons constituent donc un systéeme

original de capture de génes capable de promouvoir efficacement la dissémination des
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genes de résistance aux antibiotiques au sein du monde bactérien (Ploy et al., 2000).
Les intégrons se trouve principalement dans les bactéries a Gram négatif (Hall et
Collis, 1998).

2.4.1. Structure de I’intégron

La structure de tout intégron comprend une plate-forme stable et un réseau de
cassettes variables. La plateforme contient: (i) le géne codant pour I’intégrase (intl),
permettant de réaliser spécifiquement 1’intégration et I’excision de cassettes en
catalysant la recombinaison entre attl et attC (ou attC x attC), (ii) un site de
recombinaison pour l'intégration de cassettes (attl), qui se trouve en amont du géne intl
et (iii) un promoteur (Pc), au sein du géne intl ou entre intl et le site attl, qui est orienté
vers le point d'intégration et conduit a I'expression des cassettes (Figure 4.13) (Jové et
al., 2010 ; Collis et Hall, 1995 ; Levesque et al., 1994).

Pc
attl
o 3
Integrase gene

II1|
Resistance gene
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atc.

Figure 4.13. Organisation d’un intégron (Mazel, 2004).

2.4.2. Structure des cassettes
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Les cassettes sont des éléments circulaires qui ne se répliquent pas lors du
déplacement d'un site génétique a un autre (Collis et Hall, 1992a), mais qui se trouvent
normalement sous forme de séquences linéaires faisant partie d'une molécule d'ADN

plus grande, telle qu'un plasmide ou un chromosome bactérien (Peter, 1999).

Les cassettes contiennent généralement un gene sans promoteur et un site de
recombinaison: le site attC, qui fonctionne comme un site de recombinaison spécifique
(Hall et al., 1991). Par conséquent, les cassettes sont petites, généralement de I'ordre
de 500 & 1000 pb (Peter, 1999).

Les cassettes présentent des tailles et des fonctions variables, mais ont une
structure commune. La région terminale 3’ de chaque géne est adjacente a la séquence
palindromique attC (Ploy et al., 2000). Les sites attC sont des répétitions inversées
imparfaites. Le premier site attC décrit avait une taille de 59 paires de bases et le terme
«élément de 59 pb» est souvent utilisé pour les sites attC. La longueur des sites attC est
variable et varie de 57 a 141 pb. Deux séquences de 7 paires de bases sont situées aux
limites de chaque site attC et sont désignées comme site core et site core inverse (Ploy,
2000 ; Ploy et al., 2000). Le site core avec la séquence consensus GTTRRRY (R,
purine, Y, pyrimidine) est localisé a I'extrémité droite du site attC. Le site core inverse
avec la séquence complémentaire RYYYAAC est localisé a I'extrémité gauche. En
résumé, une cassette est constituée d'un géne immeédiatement suivi d'un site attC. Cette
entité entiere est encadrée par deux seéquences consensus GTTRRRY (Figure 4.14)
(Ploy, 2000 ; Ploy et al., 2000).

Toutes les cassettes sont orientées dans la méme direction puisque la
recombinaison a lieu au niveau du site core GTTRRRY, situé en 3’ du site attC, et non

du core inverse, situé en 5° (Ploy, 2000).

Cassefte
GTTRRRY géne RYYYAAC --==----mcccmenee. GTTRRRY
«Core iNverse» «core»

site atf C

Figure 4.14. Structure d’une cassette. Une cassette contient un gene flanqué a son
extrémité 3’ du site de recombinaison attC. Le site attC est flanqué a ces deux
extrémités de séquences inversées et répétées, le core et le core inverse. L extrémité 5’
de la cassette est constituée des 6 dernieres paires de bases du site attC de la cassette
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précédente. Le point de recombinaison se situe entre le G d’une séquence core et le
premier T d’une autre séquence core (cadre rouge) (Ploy, 2000).

2.4.3. Expression des cassettes

Les genes portés sur des cassettes sont généralement dépourvus de promoteurs
et sont rendus fonctionnels par leur intégration dans la plateforme d’intégron et leur
expression par le promoteur Pc (Escudero et al., 2014 ; Peter, 1999), dans ce cas leur
transcription est, comme dans un opéron, sous le contréle d’une région promotrice

localisée dans la région 5’ conservée d’intégron (Collis et Hall, 1995).

Une méme cassette aura un niveau d’expression différent selon qu’elle est
proche ou éloignée du Pc. Ainsi, les génes localisés dans des cassettes éloignées du
promoteur seront faiblement exprimés (Figure 4.15) (Ploy, 2000). Les cassettes
peuvent étre excisées de maniere aléatoire et ensuite intégrées dans la premiére position
du réseau ou leur expression est maximale. Par conséquent, le contenu de la cassette
d'un intégron est variable, reflétant I’historique d'événements intégratifs représentant
une mémoire de fonctions utiles et peu couteuse pour la cellule (Escudero et al., 2014).
La pression de sélection exercée par un antibiotique donné peut favoriser des
réarrangements de cassettes afin de positionner une cassette codant pour le gene de
résistance a cet antibiotique a une localisation plus proche du promoteur (Collis et Hall,
1995).

Functional Expressed Low cost memory
platform . cassettes | cassette reservoir

Pc
intl :

Pint Array of cassettes

Figure 4.15. Expression des cassettes: les cassettes du réseau sont représentées par de
petites fleches. Leur niveau d'expression est reflété par l'intensité de la couleur de
chaque fléche. Seules les premiéres cassettes du groupe sont exprimées et les suivantes
peuvent étre considérées comme un réservoir de cassette peu colteux (Escudero et al.,
2014).

2.4.4. Mobilité des casettes

Les mouvements d’intégration et d’excision sont catalysés par une tyrosine

intégrase via un mécanisme de recombinaison site-spéecifique (Collis et Hall, 1992b).
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Les sites spécifiques reconnus par I’intégrase sont les sites attC et le site attl. Deux
réactions de recombinaisons sont possibles : la réaction attlxattC, qui intégre les
cassettes dans I'intégron et la réaction attCxattC menant a l'excision des cassettes du
réseau (Escudero et al., 2014). Le site attl contient également les séquences de 7 pb
GTTRRRY mais, contrairement aux sites attC, pas la séquence complémentaire. Le
point de croisement se produit entre la base G d'un site core GTTRRRY et la premiere

base T d'un deuxiéme site core (Ploy et al., 2000).

Contrairement aux casettes, les intégrons sont défectueuses pour 1’auto-
transposition, mais ce défaut est souvent complété par association avec des IS, des
transposons et/ou des plasmides conjugatifs qui peuvent servir de véhicules pour la
transmission intra et interspécifique du matériel génétique. Avec ce systeme, les
bactéries sont capables de stocker des loci génétiques exogénes pour constituer un
arsenal antimicrobien appréciable (Mazel, 2004).

2.5. llots genomiques

Les ilots génomiques (GEI) sont d'anciens éléments génétiques mobiles qui se
présentent sous la forme d'unités distinctes sur le chromosome (Hentschel et Hacker,
2001). Ces structures génomiques sont présents dans les génomes de nombreuses
bactéries mais absents des génomes de souches étroitement apparentées. Les GEI sont
souvent grandes (10—200 kb) (Hentschel et Hacker, 2001). Ils ont une composition de
base aberrante par rapport au génome entier, ils codent pour une intégrase et s'insérent
au niveau des loci d'/ARNt (Boyd et al., 1990).

Le terme Tlot de pathogénicité (PAI) a été inventé pour la premiére fois a la fin
des années 1990 par Hacker et ses collégues pour décrire des régions instables présentes
dans des isolats uropathogénes d’Escherichia coli qui ne ressemblaient a aucun élément
intégratif décrit précédemment (Hacker et al., 1990). Les régions ont été appelées ilots
de pathogénicité car elles codent plusieurs facteurs de virulence (Hacker et Kaper,
2000 ; Hacker et al., 1997 ; Hacker et al., 1990). Par la suite, des eléments similaires
ou identiques aux PAI ont été identifiés dans une gamme d’espéces non pathogénes,
constatation qui présentait initialement un paradoxe. Cependant, des études plus

récentes ont montré que ces éléments contribuent non seulement a I'évolution des
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microorganismes pathogenes, mais également aux especes non pathogénes et

environnementales (Dobrindt et al., 2004).

L’expression «ilot génomique» a été introduite pour décrire des régions
contenant un large éventail de fonctions, telles que (i) la possibilité d’utiliser de
nouvelles sources de carbone et d’azote (ilots métaboliques); (ii) la capacité a
décomposer de nouveaux composés (ilots de dégradation); (iii) la résistance aux
antibiotiques et aux métaux lourds (ilots de résistance); et (iv) la capacité de provoquer
une maladie (Tlots de pathogénicité). Dans chaque sous-ensemble d'ilots, le contenu en
génes peut varier considérablement, méme au sein d'une méme espéce (Boyd et al.,
1990).

2.5.1. Caractéristiques des ilots génomiques

Malgré les différents contextes écologiques et la diversité phylogénétique des
organismes impliques, les Tlots génomiques partagent un ensemble de caractéristiques
structurales communes et apparemment hautement conservées (Figure 4.16) (Hacker
etal., 1997).

=8kb
A T L 1
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Figure 4.16. Représentation graphique de plusieurs caractéristiques associées aux Tlots
génomiques (Langille et al., 2010).

Distribution sporadique (discontinue) : l'une des caractéristiques les plus
prononcées des GEI est que les profils phylétiques des GEI différent des modéles du
génome de I'hbte, car les GEI sont distribués sporadiquement (c'est-a-dire que seuls
certains isolats d'une espece ou d'une souche donnée les portent). Plusieurs rapports ont
montré que les GEI sont instables et peuvent sporadiquement étre excisées méme dans

une souche spécifique (Langille et al., 2010).
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Biais de composition de séquence: en consequence des différentes
compositions de séquences de génomes de différentes lignées bactériennes, les GEI
auront souvent une composition de séquences tres différente de celle du nouveau
génome de I'hdte (Langille et al., 2010). Leur contenu en GC et leur utilisation de

codons différent du reste du chromosome (Hentschel et Hacker, 2001).

Géne ARNI voisin : les GEI sont généralement associés a des loci d’ARNt qui
servent vraisemblablement de cibles pour l'intégration d'ADN étranger. De plus, les
régions 3’ des locus d’ARNt sont souvent identiques aux sites de fixation des
bactériophages, ce qui en fait des points chauds pour ’insertion d’ADN étranger
(Hentschel et Hacker, 2001). Plusieurs études ont révélé que certains types de géenes
ARNt sont préférentiellement utilisés pour l'insertion, tels les génes codant pour
tRNAser, tRNAArg, tRNALeu, tRNATH et tRNAsec (Langille et al., 2010).

Séquences de répétitions directes (DR) : les GEI sont flanqués par DR qui
peuvent étre générées suite a l'intégration dans le génome de I'héte via une
recombinaison (Langille et al., 2010 ; Hentschel et Hacker, 2001 ). Les DR sont
définis comme des sequences d’ADN de 16 a 20 pb (jusqu'a 130 pb) avec une répétition
de séquence parfaite ou presque parfaite (Schmidt et Hensel, 2004). La DR pourrait
avoir servi de site de reconnaissance pour l'intégration des bactériophages, et leur
intégration a entrainé la duplication de la DR. De plus, les DR agissent comme des
séquences de reconnaissance pour les enzymes impliquées dans I'excision d'éléments
génétiques mobiles, contribuant ainsi a l'instabilité d'un GEI flanqué de DR (Schmidt
et Hensel, 2004).

Geénes de mobilité : de nombre GEI sont liées a des génes de mobilité des MGE,
telles que les intégrases et les transposases. Ces génes de mobilité pourraient indiquer
qu’un GEI est autonome (qu’il peut se mobiliser lui-méme) ou refléter des restes
d’autres MGE incorporés, tels que des séquences d’insertion (IS), que 1’on trouve
fréeguemment dans les GEI (Langille et al., 2010 ; Hentschel et Hacker, 2001 ;
Hacker et al., 1997). L'insertion d'éléments IS peut entrainer I'inactivation de génes,
mais la combinaison de deux éléments IS ou plus peut également entrainer la
mobilisation de plus grandes quantités d'ADN (Schmidt et Hensel, 2004). Les
intégrases, qui peuvent avoir été dérivées de bacteriophages lysogénes, facilitent
I'intégration du génome du phage dans le génome de la bactérie héte, ainsi que
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I'excision nécessaire pour entrer dans un cycle lytique. Ces geénes sont toujours
fonctionnels dans certains GEI et les protéines codées peuvent jouer un réle dans
I’excision du GEI et sa perte (Schmidt et Hensel, 2004).

Génes de phage et de virulence : des classes particulieres de génes
fonctionnels sont également surreprésentées dans les GEI, en particulier des génes
codant pour des protéines de surface cellulaire, des protéines d'interaction avec 1’héte,
des protéines de liaison a I'ADN (Langille et al., 2010). Les GEI contiennent souvent
des génes qui codent pour des protéines avec fonction inconnue, ce qui semble refléter
I’origine des phages dans de nombreuses GEI et le fait que le pool de geénes des phages
est beaucoup plus important que celui des bactéries (Langille et al., 2010 ; Hsiao et al.,
2005).

Instabilité génétique : les GEI sont souvent instables. Les fonctions de
virulence codées par certains GEI sont perdues a une fréquence élevée. Les analyses
génétiques ont montré que cela est causé par la perte de grandes portions d'un GEl,
voire de I'ensemble du GEI (Schmidt et Hensel, 2004). Les mémes mécanismes
génétiques permettant la distribution de GEI par transfert horizontal de génes
déterminent également leur instabilité génétique. Plusieurs éléments caractéristiques,
tels que les intégrases, les transposases et les éléments IS, ont été identifiés et
contribuent a la mobilisation ainsi qu’a I’instabilité du GEI (Schmidt et Hensel, 2004).

Structure mosaique : les GEI représentent souvent des structures de type
mosaique plutdt que des segments homogenes d'’ADN acquis horizontalement. Certains
GEI représentent une insertion d'un seul élément génétique. D'autres présentent une
structure plus complexe, car des éléments d'origine différente sont présents (Schmidt
et Hensel, 2004). Au cours de I'évolution, plusieurs éléments génétiques ont été acquis
indépendamment a différents moments et de différents hotes. Cependant, ces
acquisitions d'’ADN ont été intégrées a la méme position dans le chromosome de la
cellule bactérienne receveuse. Cela se traduira par I'accumulation d'éléments acquis
horizontalement a un certain emplacement du chromosome, et les mémes structures
cibles (par exemple, les génes d'’ARNt) serviront a plusieurs reprises a l'intégration des
divers éléments (Schmidt et Hensel, 2004).

2.5.2. llots de pathogénicité (PAI)
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La pathogeénicité est en corrélation avec I'expression de facteurs liés a la maladie
qui sont présents dans les bactéries pathogenes, mais sont généralement absents
d'especes non pathogénes (Dobrindt et al., 2004 ; Hacker et Kaper, 2000). Les
déterminants de la virulence bactérienne sont principalement codés par des eléments
génetiques mobiles, tels que des phages, des plasmides, des éléments d'insertion ou des
transposons, et un grand nombre de tels déterminants sont situés dans les PAI (Hacker
et Carniel, 2001). Les PAI contiennent des genes codant pour un ou plusieurs facteurs
de virulence. lls ont d'abord été décrits dans des agents pathogenes humains, mais sont

également présents dans des agents phytopathogénes (Jackson et al., 1999).

Les PAI ont d'abord été décrits en tant que régions d’ADN chromosomique, mais
la quantité croissante de données de séquences provenant d'éléments
extrachromosomiques confirme que les PAI peuvent également faire partie de génomes

de plasmides ou de bactériophages (Hacker et Kaper, 2000).
2.5.3. llots de résistance aux antibiotiques

Les intégrons constituent le mécanisme principal par lequel les genes de
résistance aux antibiotiques sont acquis par les entérobactéries a Gram négatif. Les
super-intégrons permet d’accumuler de grands ensembles de cassettes de génes qui
peuvent éventuellement étre transférés dans leur ensemble entre différents réplicons et
devenir des GEI (Dobrindt, 2004). En outre, des GEI typiques conférant de multiples
caractéristiques de résistance aux antibiotiques ont été décrits pour les entérobactéries
et les cocci a Gram positif (Dobrindt, 2004).

2.6. Eléments intégratifs conjugatifs (ICE)

Les éléments intégratifs conjugatifs (ICE) sont des éléments génétiques mobiles
auto-transmissibles (Burrus et al.,, 2002). Ces éléments mobiles ont des
caractéristiques a la fois plasmidiques et phagiques. Semblable aux plasmides
conjugatifs, les ICE sont transférés par conjugaison; cependant, contrairement aux
plasmides, les ICE ne se répliquent pas de maniére autonome. Semblables a de
nombreux bactériophages tempérés, les ICE s’intégrent et se répliquent avec le

chromosome de 1’héte (Burrus et al., 2006).
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Les premiers ICE décrits, Tn916 d’Enterococcus faecalis et CTnDOT de
Bacteroides thetaiotaomicron, étaient qualifiés de «transposons conjugatifs» car,
comme les transposons, ils s’intégrent dans divers sites du chromosome hote.
Cependant, avec la découverte au cours des derniéres années de plusieurs éléments
conjugatifs qui s’intégrent de maniére spécifique au site (de manicre similaire au
bactériophage lambda) dans le chromosome hote, la pertinence du terme "transposon”

conjugatif a été mise en doute (Burrus et Waldor, 2004).

Plusieurs années aprés la description de ces deux ICE, il semblait que cette
classe d’éléments mobiles se limitait a deux subdivisions eubactériennes, les bactéries
a Gram positif a faible GC% et le groupe Bacteroides (Burrus et al., 2006). Toutefois,
au cours de la derniére décennie, un nombre croissant de ICE ont été décrits dans des
microbes provenant d’autres subdivisions bactériennes majeures, notamment les
actinomycetes, les Rhizobiaceae (a-proteobacteria), les Burkholderiaceae (B-
proteobacteria) et un grand nombre de y-proteobacteria (Burrus et al., 2006 ; Burrus
et Waldor, 2004).

2.6.1. Structure modulaire des ICE

La structure de base de I'lCE est composée de quatre modules essentiels: le
module d'intégration/excision qui assure les fonctions de mobilité intracellulaire, le
module de réplication/traitement de I'ADN, le module de sécrétion d'’ADN et le module
de régulation (Figure 4.17) (Carraro et Burrus, 2014) :

a. Le module d'intégration/excision : porte le site de fixation attP ainsi que le
gene codant pour l'intégrase (Int), une sérine ou une tyrosine recombinase. Les
genes de tyrosine recombinase sont souvent associés a un petit géne codant
pour un facteur de directionnalité de recombinaison (RDF) aidant I’intégrase
a catalyser 1’étape de I’excision.

b. Le module de réplication/traitement de I'ADN : consiste en un gene codant
pour oriT et un géne apparenté a la relaxase et au T4CP (transfert d’ADNsb)
ou une origine de réplication (ori) et le géne Rep associé (transfert d’ADNdDb).
Dans le cas du transfert d’ADNsb, le module de sécrétion d’ADN associé est
toujours un groupe de genes codant pour un T4SS. Dans le cas du transfert
ADNdb, ce module est remplacé par un géne codant pour une protéine Tra de

type FtsK et une séquence clt.
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c. Le module de régulation : est important pour contrdler 1’activité des autres
modules et sa complexité varie.

d. Les modules auxiliaires : sont souvent présents dans les ICE et codent pour
diverses fonctions, telles que la résistance aux antibiotiques ou aux metaux
lourds, des voies cataboliques alternatives, 1’établissement de la symbiose ou

la virulence.
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Figure 4.17. Représentation schématique de I'organisation modulaire des ICE et des
protéines fonctionnelles typiques associées a chaque module en fonction du mode de
transfert de 'ADN (ADNsb ou ADNdb). Des combinaisons possibles de modules
d'intégration/excision, de réplication et de transfert conjugatif sont représentées. Intryr,
tyrosine recombinase; Intser, Sérine recombinase; T4CP, protéine de couplage de type
IV ; T4SS, systeme de sécrétion de type IV; Tra, protéine de translocation d’/ADN de
type FtsK; RepSA, RepAM et RepPP, protéines initiateurs de la réplication; Prim-pol,
ADN primase/polymérase bifonctionnelle. Le module de régulation est extrémement
variable selon les familles d’ICE (Carraro et Burrus, 2014).

2.6.2. Intégration et excision des ICE

Contrairement aux plasmides, qui sont maintenus dans leurs hoétes via une
réplication autonome, et comme de nombreux phages, les ICE s'integrent dans un
réplicon de leur héte (plasmide ou chromosome) pour assurer leur héritage vertical
(Carraro et Burrus, 2014 ; Wozniak et Waldor, 2010 ; Burrus et Waldor, 2004).
L'intégration de I’ICE est assurée par une recombinase (Int) qui catalyse une réaction
de recombinaison entre une séquence spécifique (attP) situé dans le module
d'intégration/excision, et une séquence cible (attB) sur le chromosome. Une forme

circulaire de I'ICE s'intégre au chromosome par recombinaison entre attP et attB,
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génerant deux séquences de jonction ICE—chromosome, attL et attR (Burrus et
Waldor, 2004).

Les sites attB chromosomiques peuvent étre trés variables, comme c'est le cas
pour Tn916, qui s'intégre dans les régions riches en A+T de son hote naturel E. faecalis
(Burrus et Waldor, 2004). Alternativement, il peut y avoir des sites attB uniques dans
un génome, comme c'est le cas pour ICE SXT de Vibrio cholerae, qui s'intéegre
spécifiquement a I’extrimité 5° du géne prfC qui code pour un facteur de libération qui
est important pour la terminaison de la traduction (Wozniak et Waldor, 2010 ; Burrus
et Waldor, 2004). Dans la plupart des cas, les ICE codent pour des tyrosine
recombinases, mais des ICE codant pour des sérine recombinases, telles que la Tn5397,

ont également été rapportés (Carraro et Burrus, 2014 ; Burrus et Waldor, 2004).

En plus de Int et attP, la plupart des modules d'intégration ICE codent un autre
facteur, souvent appelé Xis (pour excisionase), requis pour l'excision des ICE. Les
protéines Xis des ICE, comme les intégrase, sont variées et sont nécessaires pour
faciliter la recombinaison catalysée par Int entre les jonctions gauche et droite de I'lCE
(attL et attR) permettant I'excision de I'élément (Burrus et Waldor, 2004).

2.6.3. Stratégies de dissémination des ICE

Lors de l'induction par des signaux environnementaux ou intracellulaires, les
ICE peuvent s’exciser du chromosome, généralement par recombinaison site-
spéecifique médiée par une tyrosine ou une sérine recombinase (Carraro et Burrus,
2014). Apres excision, les ICE se circularisent et sont répliqués puis transférés vers de
nouveaux hétes par la machinerie de conjugaison codée dans les éléments. Dans la
cellule receveuse I’ICE s'integre dans le chromosome et la copie de I'ICE qui reste dans
la cellule donneuse réintegre le chromosome de la cellule donneuse (Figure 4.18)
(Wozniak et Waldor, 2010).
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La molécule ICE circulaire résultante sert ensuite de substrat & la machinerie
conjugative qui transfere I’ICE de la cellule donneuse a la cellule receveuse. Comme
pour les plasmides conjugatifs, la translocation de I'ADN entre les deux partenaires
conjugués peut s'effectuer en utilisant un ADN simple brin (ADNsb) ou un ADN double
brin (ADNdb), en fonction du type du systéme conjugatif codé par I’ICE (Carraro et
Burrus, 2014 ; Bordeleau et al., 2012).

La stratégie la plus répandue utilisée par les ICE des bactéries a Gram négatif et
a Gram positif repose sur la translocation d’une molécule d’ADNsb par un systéme de
sécrétion de type IV (T4SS) (Bordeleau et al., 2012). Les T4SS sont des machines
complexes qui impliquent genéralement la sécrétion et l'assemblage d'un pilus

extracellulaire (Carraro et Burrus, 2014 ; Wozniak et Waldor, 2010).
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Le traitement biochimique de la molécule ICE circulaire est initié¢ a I’origine du
transfert (oriT), un locus reconnu et lié par une ADN relaxase et d’autres protéines
auxiliaires codées par I’ICE et par 1’hote, assemblées sous la forme d’un complexe
nucléoprotéique appelé relaxosome (Carraro et Burrus, 2014 ; Wozniak et Waldor,
2010).

L'ADN relaxase assure le clivage spécifique du brin au sein du site oriT et reste
lie de maniére covalente a I'extrémité 5' du brin coupé. La réplication du cercle roulant
(RC) facilite ensuite la translocation de 5" a 3" de I'ADNsb lié a la relaxase vers la
cellule receveuse. La protéine de couplage conjugatif du T4SS (T4CP) sert de site
d'accueil pour le relaxosome et son activité ATPase stimule la translocation de I'ADNsb
a travers les membranes cellulaires de la donneuse et la receveuse. Une fois chez la
receveuse, la relaxase lie les extrémités de la molécule linéaire d’ADNsb transférée et
son brin complémentaire est synthétisé (Carraro et Burrus, 2014 ; Wozniak et
Waldor, 2010).

La deuxiéme stratégie est exclusivement documentée pour les ICE présentes
dans Actinobacteria et repose sur un mécanisme de translocation de molécules
d’ADNdb (Figure 4.18) (Carraro et Burrus, 2014). La réplication RC de I'lCE excisé
est initiée par une protéine Rep. Cette étape de réplication de I’ICE est nécessaire avant
son transfert dans la cellule réceptrice, ce qui devrait permettre d'éviter la perte de
I’¢lément dans la cellule donneuse. La machinerie conjugative utilisée pour la
translocation de I'ADNdb vers la cellule receveuse est structurellement beaucoup plus
simple que le T4SS utilisé pour le transfert de 'ADNsb. Le locus de transfert (clt) est
reconnu et lié par une protéine Tra. Cette protéine est capable de s'assembler sous forme
de pore hexamére dans la membrane, permettant ainsi la translocation dépendante de
I'ATP de I'ADN de I'lCE dans la cellule receveuse (Carraro et Burrus, 2014).

Dans les deux modes de transfert, une fois dans la cellule réceptrice, I'ICE
s'integre par recombinaison site-spécifique dans le chromosome pour étre hérité
verticalement dans la descendance des cellules donneuse et receveuse (Carraro et
Burrus, 2014).
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Chapitre 5 Réponse SOS et mutagéneése

1. Stress environnemental et réponse SOS

L'ADN qui contient toutes les informations nécessaires pour coder un organisme
et les proteines qui lui permettent de vivre, est tres souvent attaqué. Les dommages
causés a I'ADN peuvent provenir de diverses sources, telles que les rayons ultraviolets,
les antibiotiques, les produits chimiques mutagénes ou méme des produits issus de son
propre métabolisme, tels que les radicaux d’oxygéne. Les dommages peuvent étre fatals
pour l'organisme car ils peuvent empécher la réplication de I'ADN, et donc la division
cellulaire (Stavans, 2006).

Afin de survivre a ces facteurs de stress et de réparer les dommages de I’ADN, les
cellules bactériennes disposent d’un réseau de genes qu’elles peuvent choisir
d’exprimer ou de réprimer en fonction de leurs besoins. Parmi cette vaste collection de
réseaux contr6lés génétiquement, la réponse SOS est un mécanisme de régulation qui
permet 1’adaptation et 1’évolution de la Dbactérie quand les conditions
environnementales 1’exigent. C’est un systeme conservé, induit a la suite de stress
causant des dommages a ’ADN, et qui est essentiel a la réparation de I’ADN et a la
reprise de la réplication (Da Re et Ploy, 2012). La tache principale de la réponse SOS
consiste donc a redémarrer la réplication avant la mort de la cellule. Ce systéme est
régulé¢ a la fois par le répresseur transcriptionnel LexA et par Dactivateur, la
recombinase RecA (Da Re et Ploy, 2012). Le premier support expérimental en faveur
de I'existence d'un systeme de réparation d'/ADN inductible chez Escherichia coli a été
découvert par Miroslav Radman, qui a introduit le terme «réponse SOS» pour décrire
ce réseau (Michel, 2005).

2. Déroulement et base moléculaire de la réponse SOS

2.1. Signal inducteur de la réponse SOS

Deux protéines jouent un rdle clé dans la régulation de la réponse SOS: un
répresseur nommeé LexA et un inducteur RecA. Durant la croissance normale, le
répresseur LexA se lie a une séquence spécifique (la boite SOS), présente dans la région
promotrice des génes SOS (appelés également régulon SOS) empéchant la liaison de

I'ARN polymérase et I'expression génique (Figure 5.1) (Erill, 2007 ; Michel, 2005).



Chapitre 5 Réponse SOS et mutagéneése

A B
RecA Réponse
S0S RecA-ADNsb ®
e “'«—:
i ’ ADNsb —~ ‘
Bo:te
S0S LexA
P Bonte—
Antibiotiques S0S

Figure 5.1. Signal inducteur de la réponse SOS (Da Re et Ploy, 2012).

Une variété d'agents tels que les UV ou le rayonnement de haute énergie peuvent
provoquer des Iésions sur I'ADN, telles que la dimérisation des pyrimidines voisines.
Lorsqu'elle rencontre une telle lésion, la machinerie de réplication de la cellule
(réplisome) située au niveau d'une fourche de réplication s'arréte (Stavans, 2006). A
ce niveau le réplisome se décroche alors de I'ADN et reprend la synthése du brin
complémentaire & environ 1kb en aval de la lésion. On pourrait dire que, lorsqu'il
rencontre une lésion, le réplisome ouvre et referme une parenthése vide de 1kb
(Devoret, 1993). Une conséquence importante de I’arrét est qu’un segment d’ADN

simple brin est exposé sans étre répliqué (Stavans, 2006).

A ce stade, la région d’ADNsb est li¢e a la protéine SSB (Protéine de liaison a
I’ADNsb) (Livneh, 2001). La fonction principale de cette protéine est de dissoudre les
structures secondaires dans I'ADN, de sorte que I'ADN puisse étre facilement répliqué.
La SSB est un homotétrameére et I’ADNsb li¢ est enroulé autour de la protéine (Lohman
et Ferrari, 1994). Cependant, une fois que la réplication est arrétée, la liaison de
I'ADNsb autour de la SSB I'expose a des blessures, cet ADN devient alors sujet aux
attaques (Livneh, 2001).

A ce stade, la cellule recouvre rapidement le fragment d’ANDsb d'une protéine
importante appelée RecA qui déplace la SSB, et se polymérise le long de I’ADN simple
brin pour former un filament nucléoprotéinique multimérique hélicoidal RecA-ADNsb.
Ce filament protéique protege I'ADN de la degradation (Cox, 1999). Ce filament de
nucléoprotéine fonctionne comme une coprotéase qui intervient dans le clivage de
LexA en stimulant la capacité latente du répresseur LexA a se scinder en deux via un

mécanisme d'autodigestion protéolytique (Williams et Schumacher, 2017 ; Little,
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1993). La boite SOS a une structure palindromique, ce qui suggére que le répresseur
LexA se lie en tant que dimeére (Thliveris et al., 1991). La coprotéase RecA stimule le
clivage de la protéine LexA (202 acides amines) sur le site Ala84-Gly85, ce qui entraine
son élimination des promoteurs et I'expression des genes SOS (régulon) (Figure 5.1 et
5.2) (Janion, 2008).

Comme I’arrét de la fourche de réplication est 1’un des principaux déclencheurs
de la réponse SOS, plusieurs genes SOS, tels que recA et ssh, sont rapidement induits
pour protéger et stabiliser la fourche, tandis qu’un second ensemble de geénes
(comprenant uvrA, uvrB, ydjQ, uvrD, recN et ruvAB) s’exprime pour traiter les 1ésions
par excision de nucléotides ou par des mécanismes de réparation par recombinaison
(Erill et al., 2007). Pour contourner les lésions qui ne peuvent pas étre facilement
réparées et ainsi empécher l'avancée de la fourche de réplication, le systéme SOS d’E.
Coli régule également I'induction de trois ADN polymérases (pol 111, dinB et umuDC)
capables d'effectuer la synthése de I'ADN par translésion (Napolitano et al., 2000). Ces
polymérases sont sujettes aux erreurs, leur capacité a fonctionner via des bases d'’ADN
endommagées permet la réplication, ce qui sacrifie la fidélité génétique pour la viabilité
(Erill et al., 2007).

Enfin, la réponse SOS agit également sur la division cellulaire en régulant
plusieurs genes impliqués dans la septation. Plus particuliérement, l'induction du gene
sulA qui inhibe la formation de septum, et la raison de ce processus semble étre de
retarder la division cellulaire jusqu'a ce que les dommages de I'ADN aient été

correctement corrigés (Erill et al., 2007).

Une fois les Iésions de I'ADN réparées ou contournées, RecA cesse d'étre activé
par des fragments d'ADN simple brin. Comme les génes lexA et recA sont tous les deux
dérépressés au cours de la réponse SOS (Walker, 1984), les niveaux de la protéine
LexA non clivée augmentent rapidement a mesure que les taux de RecA non activés

augmentent, ramenant le systéme a son état de repression (Erill et al., 2007).

De plus, deux protéines inductrices, Dinl (SOS-induced damage-inducible) et
RecX, affectent la stabilité du filament RecA et peuvent donc participer au contréle de
la réponse SOS. Dinl peut inhiber l'activité de la coprotéase du filament de
nucléoprotéine RecA/ADNsb. De cette facon, Dinl module 1’induction de la réponse

SOS en inhibant I’autodigestion de LexA (Lusetti et al., 2004 ; Sutton et al., 2000).

Vi
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Figure 5.2. Induction de la réponse SOS par des dommages de I'ADN. Clivage de LexA
stimulé par RecA, conduisant a 1’expression des génes SOS (uvrA, recA et umuDC)
(Sutton et al., 2000).

2.2. Meécanismes de réparation

Il existe plus de 40 génes connus pour étre impliqués dans la réparation SOS
(Fernandez de Henestrosa et al., 2000). La plupart de ces genes sont induits
rapidement et sont impliqués dans la réparation de I'ADN sans erreur, y compris la
réparation par excision de nucléotide (NER) et la réparation par recombinaison
homologue. Si les dommages causés a I'ADN sont si importants que les voies sans
erreur sont insuffisantes pour terminer la réparation et redémarrer la réplication, la

phase mutagene de la réponse SOS est declenchée (Patel et al., 2010).
2.2.1. Réparation par excision de nucléotides (NER)

Les génes uvr, qui codent les proteines qui effectuent la réparation de I'excision
des nucléotides (NER), constituent I'un des premiers ensembles de genes exprimés
(Stavans, 2006). Le complexe UvrABC impliqué dans cette réparation est constitué de

quatre enzymes : UvrA, UvrB, UvrC et UvrD (UvrD est également appelé ADN
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hélicase I1). Parmi ces enzymes, UvrB et UvrC sont les endonucléases qui coupent le
squelette phosphodiester de I'ADN. Le complexe UvrABC est également appelé ADN
excinucléase (Van Houten, 1990). Le mécanisme NER nécessite également I'ADN pol
I qui comblera les gaps une fois que I'exinucléase aura éliminé les bases endommagées.
Le NER requiert également une enzyme ADN ligase pour le rattachement final de la
liaison phosphodiester. L'action séquentielle de ces enzymes : UvrA, UvrB, UvrC,
UvrD, pol | et 'ADN ligase est essentielle au bon fonctionnement du mécanisme NER
dans la cellule bactérienne (Van Houten, 1990).

- Déroulement de la réparation NER

Au cours du mécanisme d'excision des nucléotides, deux unités UvrA et une
unité UvrB se combinent pour former un complexe hétéromere UvrA2B. Le complexe
UvrA2B scanne I'ADN a la recherche de toutes lésions ou modifications chimiques
affectant 'ADN. Lorsque le complexe UvrA2B trouve une lésion dans I'ADN, il se lie
de maniere compacte a la région endommagée (Orren et Sancar, 1990). Ensuite, les
deux unités UvrA se détachent de I'ADN laissant la protéine UvrB sur la partie
endommagée formant un complexe stable de pré-excision UvrB-ADN (Shi et al.,
1992). L'enzyme UvrB recrute alors une autre enzyme, UvrC, dans la zone
endommagée. Ces deux enzymes constituent I'endonucléase du complexe UvrABC.
L’enzyme UvrB coupe la liaison du squelette phosphodiester située 5 nucléotides au-
dela de la base endommagée du coté 3’ et I’enzyme UvrC coupe la liaison
phosphodiester située 8 nucléotides au-dela de la 1ésion du c6té 5 (Zou et al., 1995 ;
Lin and Sancar, 1992). Ce double clivage en deux points génere un fragment de 12 a
13 nucléotides appelé 12-mére ou 13-mere en fonction du nombre de nucléotides. Aprés
le clivage, I'enzyme UvrB se détache de I'ADN (Figure 5.3) (Van Houten, 1990).

Ensuite, une enzyme ADN hélicase Il appelée également UvrD se lie au
complexe d’ADN-UvrC. L'enzyme hélicase permet de séparer les deux brins de I’ADN
double brin et de les dissocier (Crowley et Hanawalt, 2001), ce qui permet de retirer
le fragment 13-mére contenant la base endommagée de I’ADNdb. Apres le retrait
complet de la partie endommagée de I'ADN, I'UvrC quitte également I'ADN. Ainsi, la
base endommagée ainsi qu'un court fragment de nucléotides sains sont retirés de
I’ADN, laissant cette partie sous forme de région simple brin (Van Houten, 1990). La

partie simple brin sera reconnue par I'enzyme pol I qui s'y liera. La pol | comblera alors
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le vide avec les nucléotides corrects en consultant la séquence nucléotidique du brin
complémentaire. Finalement, I'ADN ligase complete la réaction de réparation en
réalisant la liaison phosphodiester entre I'ADN nouvellement synthétisé et le brin
d'’ADN parental (Figure 5.3) (Baharoglu et Mazel, 2014 ; VVan Houten, 1990). Ainsi,
la partie endommagée de I’ADN est retirée et la composition initiale en nucléotides est

retrouvée.
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Figure 5.3. Représentation du processus de la réparation par excision de nucléotides
(NER) (Khanam et Ramachandran, 2014).
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Le NER est de loin le mécanisme de réeparation dominant. Environ 85% des
Iésions sont réparées de cette fagon. Apres la réparation par excision, il reste encore
15% de Iésions dans I'ADN (Stavans, 2006 ; Devoret, 1993).

2.2.2. Réparation par recombinaison homologue

Certaines lésions échappent au NER, et un autre mécanisme de réparation
s'installe alors: la recombinaison homologue (Stavans, 2006). La réparation par
recombinaison homologue consiste a combler le vide, crée apres ’arrét de I’ADN pol
I, par un segment d’ADN homologue coupé du brin non endommagé du chromosome
frére entierement répliqué. Ceci convertit la région endommagée a la forme d’ADNdb,

permettant une deuxieme tentative de réparation sans erreur (Livneh, 2001).

La recombinaison est principalement effectuée par RecA. La protéine RecA
localisée sur le filament RecA-ADNsb, formé au cours des étapes initiales de la réponse
SOS, catalyse d'abord le couplage de I'ADN simple brin avec I'ADN double brin dans
une partie présentant une homologie avec I'ADN simple brin. Apreés la localisation du

locus homologue, RecA catalyse 1’échange de brins (Stavans, 2006).

Dans le cas d’une cassure simple brin, un complexe protéique intervient,
RecFOR. Son role consiste a éliminer la protéine de liaison SSB (une protéine de liaison

a un seul brin) pour favoriser le chargement de RecA (Mullany, 2005).

Dans le cas de cassures double brin, un autre ensemble de protéines entre en jeu,
c’est le complexe hélicase/nucléase trimoléculaire de trois sous-unités RecBCD. Il se
lie spécifiquement a la molécule d'ADN subissant des cassures double brin et déroule
les brins d'ADN le long de I'ADN, accompagnée d'une dégradation nucléolytique d'un
ou des deux brins d'ADN (Khanam et Ramachandran, 2014).

Les activités de RecBCD sont contrdlées par des séquences d’ADN Chi
spécifiques (5°GCTGGTGG3’). La sous-unité RecB dégrade I’ADN double brin dans
la direction 3’-5’ jusqu’a atteindre la séquence d’ADN Chi (Anderson et
Kowalczykowski, 1997). Lors de I’interaction avec le site Chi, la sous-unité RecD
convertit la polarité de la dégradation de ’ADN par RecB, qui commence a dégrader
le brin d’ADN 5’ seulement, ce qui conduit a la création d’extrémité 3° simple brin, ce

qui favorise le chargement de RecA (Anderson et Kowalczykowski, 1997). Dans le
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complexe trimoléculaire RecBCD, RecC n’a aucune activité¢ catalytique et sert a

reconnaitre la séquence Chi (Figure 5.4) (Koskinieni, 2010).

Le fragment d'ADN simple brin (créé par arrét de la pol Il ou généré par
RecBCD) est alors recouvert de la protéine RecA pour que la recombinaison se
produise. RecA est recruté par les complexes enzymatiques eux-mémes (Khanam et
Ramachandran, 2014).

Une fois rassemblée, la protéine RecA forme un filament stable sur I'ADN
simple brin (ADNsb), qui s'étend dans la direction 5°-3’. Il favorise l'appariement de
I'"ADNsb avec un I’ADN double brin homologue (Petit, 2005). C'est a I'intérieur du
filament RecA que la recherche des séquences d’ADN homologues est effectuée et que
I’échange des brins d'ADN se produit (Churchill et al., 1999). Une fois I'étape
d'invasion du brin homologue terminée, les deux molécules d’ADN recombinantes sont
connectées par une branche d'ADN appelée jonction de Holliday. La protéine
specifique a la jonction Holliday, RuvA, reconnait et se lie & la jonction et recrute
I'nélicase RuvB qui fournit I'énergie nécessaire a I'échange des paires d'ADN et au
déplacement de la branche de I'ADN. RuvC est une endonucléase résolvase qui assure
le clivage et la résolution de la jonction en complexe avec RuvA et RuvB en coupant
les deux brins d'’ADN homologues. Les extrémités 3’-OH et 5’phosphate sont créées et
sont ensuite ligaturées par I’ADN ligase (Figure 5.4) (Khanam et Ramachandran,
2014).

La réparation par recombinaison homologue a une efficacité qui se situe entre
50 et 65 %. Apres le passage des deux processus de réparation par excision et par

recombinaison, il reste environ 5 a 7 % de Iésions non réparées (Devoret, 1993).
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Replication start
F

Figure 5.4. Représentation du mécanisme de la réparation par recombinaison
homologue par le complexe RecBCD (Khanam et Ramachandran, 2014).

2.2.3. Synthese translésionnelle (TLS): la mutagenese

Il existe des situations ou le NER et la recombinaison homologue échouent a
réparer les Iésions de I'ADN et, en dernier recours, la réplication est reprise a une
fourche bloquée, mais a un prix: la mutagenése (Stavans, 2006). La mutagenése est
une réponse SOS médiée par les ADN polymérases qui produisent des mutations

(Goodman, 2002). Cette voie a donc été appelée réplication ou synthése
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translésionnelle (TLS), réparation a risque d'erreur, mutagénese SOS et réparation par

contournement de lésion (Livneh, 2001).

La TLS est responsable de la forte augmentation des mutations dans le génome
bactérien (Patel et al., 2010). La mutagenése SOS peut étre considérée comme une
sorte de réponse au désespoir. Les mutations qui se produisent peuvent tuer de
nombreuses cellules. Cependant, la réplication est redémarrée avec succes et les cellules

«chanceuses» survivent (Patel et al., 2010).

Le composant principal de la réaction TLS est une ADN polymérase, qui est un
produit des genes umuD et umuC appelée pol V (Reuven et al., 1999 ; Tang et al.,
1999). Comme les autres génes SOS, les genes umuD et umuC sont réprimés par LexA
et induits par RecA. L'activité du contournement de la Iésion par pol V nécessite trois
protéines: UmuC, UmuD’ (une forme plus courte d'UmuD) et RecA (Livneh, 2001 ;
Reuven et al., 1999; Tang et al., 1999). De plus, elle est stimulée par la sous-unité 3
de la pol 111 (Livneh, 2001 ; Tang et al., 1999).

Le processus TLS nécessite les produits de 1’opéron umuDC. La TLS ne
nécessite pas la protéine UmuD de longueur compléte, mais plut6t une forme traitée
post-traductionnelle appelée UmuD’ (Nohmi et al., 1988). La nature biochimique de
ce traitement est similaire a celle de I'autodigestion de LexA: l'interaction d'UmuD avec
le filament de nucléoprotéine RecA/ADNsb stimule la capacité latente d'UmuD a
s'autocliver, entrainant I'élimination des 24 acides aminés amino-terminaux (Nohmi et
al., 1988). Comme avec l'autodigestion de LexA, la protéine Dinl inhibe I'autodigestion
d'UmuD a UmuD’ induite par RecA/ADNsb (Sutton, 2000). Deux des molécules
umuD’ actives forment I’ADN PolV en complexe avec UmuC (UmuD’,C). La PolV
procede a la réplication de I'ADN sur I'ADN endommagé en incorporant n’importe
quelle base en opposé de la Iésion de I'ADN que la Pol 1l ne peut pas répliquer
(Baharoglu et Mazel, 2011).

Il'y a trois ADN polymérases induites par la réponse SOS chez E. coli, les pol
I, IV et V, et toutes sont impliquées dans divers aspects de la TLS (Goodman,
2002). C’estlapol V, codée par I’opéron umuDC, qui est en grande partie responsable
de Iaugmentation d’environ 100 fois des mutations induites par les dommages de

I’ADN (Patel et al., 2010).
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La TLS peut étre hautement mutagene, car ces polymérases peuvent incorporer
une base correcte ou incorrecte en face de la lésion sur le brin matrice (Friedberg et
al., 2002). Contrairement a Pol 111, les polymérases TLS n'ont pas d'activité de relecture.
Ainsi, I’induction de la TLS entraine une fréquence accrue de mutations spontanées
(Baharoglu et Mazel, 2011).

La premiere étape de TLS est la phase de pré-initiation, qui consiste a assembler
le filament de nucléoprotéine RecA (Figure 5.5, étape B) (Reuven et al., 2001). Ce
filament, qui s’assemble dans la direction 5’- 3°, couvre la région de I’ADNsb et
s’achemine vers la région de I’ADNdb adjacente a la région de ’ADNsb, y compris
I’amorce terminale prées de la 1ésion (Reuven et al., 2001). Au cours de I’étape suivante
(Figure 5.5, étape C), pol V se lie a I’amorce, guidé par le filament RecA, qui sert de
plate-forme de ciblage (Livneh, 2001).

L'initiation de la TLS par pol V nécessite la dissociation locale des monomeéres
RecA de I'ADN pres de I'amorce pour permettre une liaison appropriée de pol V a
I'ADN (Figure 5.5, étape C) (Reuven et al., 2001). La SSB aidera probablement polV
a déplacer RecA de I'ADN (Livneh, 2001).

Apres l'assemblage de I'holoenzyme pol V, la synthése de I'ADN commence et,
lorsqu'elle rencontre la Iésion, pol V met une base nucléique en face de la Iésion
résiduelle. La réplication fidele est alors temporairement suspendue pour restaurer un
réplicon viable, méme si c'est au prix d'une altération du code génétique
(contournement de la lésion) (Figure 5.5, étape E) (Devoret, 1993). Une fois la Iésion
contournée, la pol V se dissocie de I’ADN et I’holoenzyme pol III prend le relais et

reprend la réplication (Figure 5.5, étape F) (Livneh, 2001).
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Figure 5.5. Modele de réplication translésionnelle par I'ADN pol V (Livneh, 2001).

L'induction de la réponse SOS conduit a un haut degré de mutabilité dans les
cellules bactériennes via le processus de la synthése translésionnelle (Ysern et al.,
1990). Le traitement antibiotique de E. coli leur permet d’augmenter leurs chances de
générer des mutations leur permettant de survivre dans les conditions de stress
auxquelles ils sont soumis (Ysern et al., 1990). En effet, des mutations ponctuelles
peuvent entrainer 1’acquisition d’une résistance aux antibiotiques. Par exemple, la
résistance a la ciprofloxacine et a la rifampicine est due a des mutations causées lors de
I'induction de la réponse SOS par l'action des polymérases mutagénes (IV et V)
(Baharoglu et Mazel, 2014).
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2.3. Chronologie de déclanchement des processus de la

réparation SOS

Les genes SOS ne sont pas tous induits au méme moment et au méme niveau.
Cela depend de la séquence exacte de leur boite SOS (région du promoteur reconnue
par LexA), de sa position dans la région du promoteur et de la force du promoteur
(Michel, 2005). La boite SOS est une séquence consensus longue de 20 nucléotides. La
séquence de ces boites varie Iégerement, ce qui entraine une différence d'affinité pour
LexA. Les promoteurs qui lient faiblement LexA sont les premiers a étre pleinement
exprimés. De cette maniére, LexA peut activer séquentiellement différents mécanismes
de réparation (Stavans, 2006). La synchronisation de la dérépression des genes SOS
dépend donc de la force de liaison du répresseur LexA avec les boites SOS et de la
facilité du détachement du LexA d'une boite SOS particuliére (Janion, 2008).

Les genes les plus rapidement déréprimés (<1 min apres I’induction de la
réponse SOS) incluent: le géne lexA codant pour la protéine LexA (rapidement
dégradée dans les cellules induites) et uvrAB et uvrD impliqués dans la réparation NER
(Janion, 2008 ; Michel, 2005). En tant que seconde défense contre les lésions de
I'ADN, I'expression de recA et d'autres fonctions de recombinaison homologue comme
ruvAB a lieu 5 min aprés I’induction SOS (Janion, 2008). La recombinaison
homologue permet de réparer les lésions qui se produisent sur les régions d'ADNsb en
les rendant double brin (et donc un substrat pour la réparation NER) (Michel, 2005).
Les génes polB et dinB codant pour Pol Il et Pol 1V, respectivement et dinl, dont le
produit inhibe le traitement de UmuD en UmuD' sont aussi induits. Par conséquent, la
protéine Dinl retarde la synthese de Pol V (Janion, 2008 ; Michel, 2005).

Si, toutefois, la NER et la recombinaison homologue ne suffissent pas a réparer
les dommages, la concentration de LexA est encore réduite, de sorte que I'expression
des génes avec des boites de LexA plus fortes (telles que sulA, umuD et umuC) est
induite environ 40 minutes apres le déclanchement de la réponse SOS (Tippin et al.,
2001). Cette derniere réponse permet également aux bactéries de rendre les lésions de
I’ADN sous forme double brin, donc réparables, mais au détriment d’introduire des
erreurs dans le génome (Michel, 2005). sulA (ancien nom, sfiA) est un autre gene SOS
exprimé tardivement, ce géne code pour la protéine SulA qui arréte la division cellulaire

en se liant a FtsZ, la protéine initiatrice de ce processus. Cela provoque une

XVI



Chapitre 5 Réponse SOS et mutagéneése

filamentation (élongation de la cellule) et l'induction d'une réparation mutagene
dépendant d'UmuDC (Janion, 2008).

3. Conséquences de la réponse SOS sur la plasticité du génome

bactérien

L'une des conséquences importante de 1’induction de la réponse SOS, apres la
formation de cassures simple ou double brin, est I’augmentation de la recombinaison
homologue qui est 1’'un des mécanismes principale du réarrangement génomique et

donc de la plasticité du génome (Baharoglu et Mazel, 2014).

Modification de D’expression génique. Un exemple de I'importance de la
recombinaison homologue peut étre constaté chez la bactérie Vibrio cholerae qui
posséde deux chromosomes qui ont des origines de réplication différentes. Il a été
constaté que apres 1’induction de la réponse SOS, la recombinaison homologue conduit
a la fusion des deux chromosomes par le biais de séquences IS homologues présentes
dans les deux chromosomes, ce qui entraine des modifications en terme de dosage
génique (Val et al., 2013). En fait, plus un géne est proche de I'origine de la réplication,
plus son nombre de copies dans une cellule donnée augmente en raison de plusieurs
déclenchements de la réplication. Lorsque deux chromosomes sont fusionnés, une seule
origine est active, ainsi la posologie du gene peut étre modifiée. Ceci suggere que
I'induction de la réponse SOS peut influencer I'expression des genes et donc la

physiologie cellulaire en général (Baharoglu et Mazel, 2014).

Transfert génétique horizontal. L'induction SOS en réponse aux transferts
génétiques horizontaux (HGT) conduit également aux réarrangements génomiques
(Baharoglu et Mazel, 2014). Lors de la conjugaison et de la transformation, I'ADN
plasmidique ou chromosomique pénétre dans la cellule réceptrice sous forme simple
brin. L'ADN entrant en induisant le systéme SOS chez la cellule receveuse peut induire
sa propre intégration dans son génome par recombinaison homologue, soulignant une
fois de plus le role de la réponse SOS en tant gu'initiateur de la plasticité du génome
bactérien (Baharoglu et Mazel, 2014).

I1 est intéressant de noter que méme des plasmides conjugatifs a gamme d’hote
étroite qui ne peuvent ni se répliquer ni étre maintenus dans la bactérie réceptrice

induisent la réponse SOS lors de I’entrée dans la cellule (Baharoglu et al., 2010). Cela
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signifie que méme si le plasmide entrant n'est pas maintenu et que I'ADN entrant est
finalement dégradé, la conjugaison laisse toujours une empreinte chez la cellule hote
en induisant une plasticité du génome dépendante de la réponse SOS, telle que des
mutations ponctuelles ou un réarrangement d’intégron, ce qui peut éventuellement

conduire au développement d'une résistance aux antibiotiques (Baharoglu et al., 2013).

Régulation du systéme intégron. Les intégrons de multirésistance sont
composés d’un réseau de cassettes (jusqu’a 8 cassettes ou > 20 et jusqu'a 200 pour le
super-intégron de V. choeorae) codant des résistances contre différents antibiotiques
(Partridge et al., 2009). Dans ces intégrons, le géne de I’intégrase (intl) qui code pour
une recombinase site-spécifique, catalyse I'excision et l'intégration des cassettes
(Mazel, 2006). Les casettes sont des ORF sans promoteur qui peuvent étre exprimées
a partir du promoteur constitutif d’intégron (Pc). En plus de la capture des cassettes,

I’intégrase permet également le réarrangement des casettes (Jove et al., 2010).

Il a été démontré que toutes les intégrases connues des intégrons sont régulées
par la réponse SOS (Cambray et al., 2011 ; Guerin et al., 2009). Un site de fixation
conservé de LexA a été découvert dans la région promotrice du gene intl, suggérant une
régulation de I’expression des intégrases des intégrons par la réponse SOS via LexA
(Guerinetal., 2010). Une étude visant I’analyse de I’expression du géne de 1’intégrase
d’intégron de la bactérie V. cholerae montre que 1’expression de 1’intégrase était induite
en réponse a des agents chimiques connus pour induire la réponse SOS comme la
mitomycine C ou certains antibiotiques (ciprofloxacine, triméthoprime et ampicilline)
(Guerin et al., 2009).

L’acquisition de nouvelles cassettes de résistance ou le réarrangement de ces
cassettes au sein d’un intégron ne pourra se produire qu’en conditions d’activation de
la réponse SOS et donc de production d’intégrase (Guerin et al., 2010). La régulation
de P’expression de l’intégrase des intégrons permet a la bactérie une économie
énergétique car le géne de I’intégrase n’est exprimé que lors du besoin permettant ainsi
a la bactérie de s’adapter au stress (Guerin et al., 2010). En plus, dans des conditions
de stress, I’activation de I’intégrase permettra le réarrangement interne des cassettes au
sein d’intégron pour rapprocher un geéne €loigné du promoteur (donc non exprimé)

permettant ainsi un niveau d’expression supérieur (Guerin et al., 2010).
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Le déclenchement de la recombinaison des cassettes aux intégrons est I’'une des
conséquences de I'induction de la réponse SOS par transfert d’ADN conjugatif
(Baharoglu et al., 2010). Autrement dit, le transfert conjugatif de plasmides induit
fortement la réponse SOS conduisant a I’augmentation des réarrangements des casettes.
Une conséquence importante de cela est I’émergence de clones résistants aux

antibiotiques (Baharoglu et al., 2013).
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