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Avant-Propos

J’ai réalisé un travail de thése dans I'équipe de C. Branlant, et ce travail a ¢té encadré par B.
Charpentier. Il porte sur «l’étude de I’organisation transcriptionnelle et de la régulation post-
transcriptionnelle  du  groupe d’ORF codant I’érythrose-4-phosphate  deshydrogénase, la
phosphoglycérate kinase et la fructose-1,6-bisphosphate aldolase de classe 11 chez Escherichia coli».
Les objectifs de ce travail avaient été définis de fagon a ce que je puisse utiliser mes compétences
initiales en mati¢re de fermentations bactériennes, acquises lors de mes études a 'ENSAIA, ceci tout
en acquérant les compétences en biologie moléculaire et analyses structurales et fonctionnelles de

I’équipe de C. Branlant.

Au laboratoire, I’équipe de G. Branlant s’est intéressée pendant de nombreuses années a la
glycéraldéhyde-3-phosphate  déshydrogénase (GAPDH), en tant que modéle d’étude pour le
remodelage d’enzyme et en vue de mieux comprendre les bases moléculaires et la spécificité et de la
réactivité de cette enzyme. E. coli présente la particularité de présenter 2 génes gap fonctionnels ayant
une forte homologie avec les génes gap (Branlant et al., 1983 ; Alefounder et Perham, 1989). L’équipe de C.
Branlant s’est intéressée aux mécanismes de régulation de I'expression de ces deux génes gap. La
GAPDH active est codée par le géne gapA, puisqu’une mutation non-sens dans ce géne gapA conduit a
un phénotype GAPDH’™ (Hillman et Fraenkel, 1975). Lorsque ce géne gapA est cloné dans un plasmide
multicopie, il conduit a une trés forte production de la GAPDH, constituant environ 80 % des
protéines solubles (Branlant er al., 1983). L’¢tude des mécanismes de régulation de I’expression de ce
géne gapA a ¢été réalisée par B. Thouvenot et B. Charpentier. B. Charpentier a mis en évidence la
présence de 4 promoteurs, régulés différemment, assurant une forte expression du géne gapA quelques
soient les conditions de I’environnement (Charpentier et Branlant, 1994). B. Thouvenot et B. Charpentier
ont réalisé une étude plus approfondie du promoteur gap4 P1, le promoteur le plus efficace en phase
exponentielle de croissance. Ils ont mis en évidence la présence d’une boite -10 ¢tendue, avec une
boite -10 sous-optimale, et de fagon inattendue, la présence d’une boite -35 trés proche du consensus
(Thouvenot ef al., 2004). Le second géne gapB code une protéine présentant de trés fortes homologies
avec les GAPDH de type bactérien. Cette protéine présente une trés faible activité GAPDH et une
activité érythrose-4-phosphate deshydrogénase (E4PDH) (Boschi-Muller et al., 1997 ; Zhao et al., 1995). Le
geéne gapB, appelé aussi epd, est localisé en amont des génes pgk et fbad, codant respectivement la
phosphoglycérate kinase (PGK) et la fructose-1,6-bisphosphate aldolase de classe II (FBA) intervenant
dans la glycolyse et la gluconéogenése chez E. coli. Le géne gap est souvent retrouvé en amont du
géne pgk chez les bactéries. Nous avons alors entrepris une étude systématique de 1’organisation des
geénes gap/epd-pgk-fbad chez les bactéries. Cette étude est basée sur la recherche, au sein des genes
homologues des génes gap, de la signature protéique définissant I’activit¢é E4PDH décrite au
laboratoire par Boschi-Muller ez al. (1997). Nous avons ainsi pu montrer que pour de nombreux phyla

bactériens, I’organisation gap-pgk-tpi est observée alors que chez les familles des Vibrionales et
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Enterobactériales de la subdivision y des protéobactéries, c’est 1’organisation epd-pgk-fbaA qui est

observée.

B. Charpentier, V. Bardey et N. Robas avaient étudié la transcription du tandem d’ORF epd-
pgk chez E. coli. 1ls avaient ainsi mis en €vidence la présence d’un promoteur unique, epd PO en amont
du géne epd et observé que le taux de transcrits initiés a ce promoteur augmente en présence de
glucose lorsque le transporteur EIIBCY est fonctionnel. Ce promoteur présente la particularité d’avoir
un site de fixation au complexe CRP-AMPc¢ permettant une activation de la transcription du promoteur
epd PO par ce complexe. Bien que la concentration du complexe CRP-AMPc diminue en présence de
glucose, la présence de ce complexe est indispensable a I’activation du promoteur epd PO en présence
de glucose, ceci parce qu’il est requis pour I’expression d’EIIBC™ (Charpentier ef al., 1998). Ils avaient
montré que ce promoteur permet de transcrire les ORF epd et pgk, mais qu’un autre promoteur de type
¢tendu, pgk P1, est aussi impliqué dans I’expression de base de pgk, ceci quelles que soient les
conditions de culture. Nos travaux montrent que le géne fbaA est transcrit & partir des promoteurs epd
PO et pgk P1. V. Bardey et N. Robas avaient mis en évidence différents mécanismes conduisant a une
faible expression de I'ORF epd : une faible traduction de I’ORF epd et la présence de sites de clivages
par la RNase E dans la région epd-pgk, et en particulier dans I’ORF epd.

Mon travail a permis de montrer que I’'ORF fbaA est aussi transcrite a partir des promoteurs
epd PO et pgk P1 et que les transcrits epd-pgk-fbaA et pgk-fbaA sont clivés par la RNase E, au niveau
des régions epd-pgk et pgk-fbaA. V. Bardey et A. Mougin avaient étudié la structure secondaire de la
région epd-pgk des transcrits clivés par la RNase E. J’ai, pour ma part, étudié celle de la région pgk-
fbaA, ceci par '’emploi de sondes enzymatiques et chimiques de la structure des ARN en solution.
Nous observons chez les entérobactéries une conservation des structures secondaires proposées pour
les sites RNase E du transcrit epd-pgk-fbad. Ces données apportent des informations sur la structure
secondaire des sites d’entrée de la RNase E dans les ARNm. Nous avons ensuite étudié la stabilité des

différents transcrits monocistroniques issus de I’opéron epd-pgk-fbaA.

Comme mentionné ci-dessus, B. Charpentier, V. Bardey et N. Robas avaient montré une
augmentation du taux de transcrits initiés aux promoteurs gap4 P1 et epd PO en présence de glucose

Gle est actif. Comme

dans le milieu de culture et lorsque le transporteur spécifique du glucose EIIBC
I’inactivation du transporteur EIIBC®® conduit 4 une diminution du taux de croissance en milieu
minimum supplémenté en glucose, nous avons cherché a savoir si c¢’était 1’absence de la protéine
EIIBC®" ou la diminution du taux de croissance qui limitait le taux de transcrits gap4 P1 et epd-pgk-
fbaA. Pour cela, par utilisation de techniques de fermentations continues, nous avons pu mettre en

évidence une augmentation du taux de transcrits initiés au promoteur gapd Pl parallele a



Avant-Propos

I’augmentation du taux de croissance, et ceci méme dans la souche n’exprimant pas le transporteur

ENBCY*,

Au cours de ces fermentations continues, nous avions observé une absence de production
d’acide acétique en phase exponentielle de croisssance, dans le cas de la souche exprimant un
transporteur EIIBC®™ inactif. Ceci pouvait étre intéressant sur le plan de la production de protéines
recombinantes chez E. coli, puisque la production d’acide acétique par E. coli est une des limitations
de cette production. Ceci m’a conduit a tester la capacité de production de protéines recombinantes par
la souche EIIBCY. Jai ainsi pu mettre au point des conditions permettant d’obtenir une forte

production de protéines recombinantes.

Nous commencerons donc par faire une revue bibliographique sur la nutrition bactérienne et les
différentes voies métaboliques pour le métabolisme du glucose. Les différents mécanismes impliqués
dans la régulation de I'expression des génes chez E. coli seront aussi présentés. Nous décrirons en
particulier les mécanismes d’initiation de la transcription des génes, puis les mécanismes impliqués
dans la traduction des ARNm et enfin, les différents systémes de maturation et de dégradation des
ARNm. Les connaissances dans ces domaines sont en effet nécessaires pour la compréhension des
données sur l'opéron epd-pgk-fbaA. Enfin, nous décrirons les mécanismes de régulation de
'expression des geénes impliqués dans le métabolisme du glucose chez E. coli. Ceci est
particulicrement important pour comprendre les mécanismes de régulation observés lors de
Iinactivation du transporteur EIIBC®. Les résultats de 1’opéron epd-pgk-fbad seront ensuite
présentés, en incorporant I'article sous presse dans Molecular Microbiology, avec une présentation des
objectifs et une discussion incorporant certaines données non insérées dans ’article. Les deux autres
parties des résultats portent sur les deux volets encore non publiés des travaux. Un bilan et une

conclusion finale feront suite a cette partie Résultats.
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Dans les années 1940, Jacques Monod a observé qu’en présence d’un mélange de certains
sucres, la croissance bactérienne se fait en deux phases, séparées par une phase de latence pendant
laquelle la croissance est fortement ralentie. I a baptisé ce phénomene la diauxie (Monod, 1942). A
partir de telles observations, Monod a proposé que la cellule bactérienne n’incorpore pas simplement
les différents nutriments carbonés en fonction de leur abondance, mais en fait, contréle de fagon active
leur entrée et leur métabolisme dans la cellule, en régulant la quantité des enzymes nécessaires. La
phase de latence correspond a la synthése des enzymes spécifiques nécessaires pour métaboliser des
nutriments carbonés alternatifs. De nombreuses études se sont portées sur la compréhension des
mécanismes de régulation mis en jeu lors de la diauxie. Récemment, Edwards ef al. ont suggéré que ce
contrdle actif a pour but d’ajuster I’ensemble des flux métaboliques de la bactérie afin d’obtenir un

taux de croissance maximal (Edwards et al., 2001).

Dans un premier temps, je vais donc décrire les différents systémes d’entrée des nutriments
carbonés dans la cellule, et les différentes voies métaboliques correspondantes. Je m’attacherai ensuite
a décrire les différents mécanismes de régulation de I'expression des génes dont les produits sont
nécessaires au métabolisme des sucres, aprés avoir détaillé les différentes régulations exercées au

niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel.

Partie A / La nutrition bactérienne

Les bactéries a gram négatif, comme Escherichia coli (E. coli), sont constituées de deux
membranes. La région située entre ces deux membranes constitue le périplasme, la membrane interne
entoure le cytoplasme. Le transport des nutriments a travers la membrane externe est réalisé
principalement par diffusion facilitée, grace a des porines, et quelques transporteurs spécifiques. Par
contre, différents transporteurs spécifiques sont localisés au niveau de la membrane interne et assurent
un controle plus fin du transport des nutriments vers le cytoplasme. Nous allons décrire ces systémes
de transport localisés au niveau de la membrane interne de fagon succincte. Ensuite seront détaillés les
systemes de perméation des composés carbonés reposant sur un ensemble de phosphotransférases
phospho-énol pyruvate (PEP)-dépendantes. Enfin, seront décrites les différentes voies métaboliques

empruntées par les sources de carbone.
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Figure 1 : Représentation des différents modes de transport des solutés chez E. coli
(d'aprés Paulsen er al., 2000 ; Siebold er al.. 2001).
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I / Les différents systémes assurant |'entrée des nutriments chez E.

colr

I.1 / Cas des nutriments carbonés

Afin de subvenir a leurs besoins carbonés dans différents milieux, les bactéries utilisent divers
mécanismes de transport des solutés, qui différent suivant le mode de transport et ’énergie utilisée

pour effectuer ce transport (Paulsen ez al., 2000) (Fig. 1).

Le systéme le plus simple, mais aussi relativement rare chez les procaryotes, est la diffusion
facilitée. Dans ce mode de transport, c’est le gradient de concentration créé entre I'intérieur et
I’extéricur de la cellule, qui entraine le flux de substrat entrant. Ce systéme ne nécessite aucune
dépense d’énergie. La vitesse de transport est cependant plus élevée que par simple diffusion passive.

Chez E. coli, le systéme de diffusion facilitée est en particulier utilisé par le glycérol.

Le transport actif primaire est réalisé par les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) qui
forment une des plus larges familles de protéines : E. coli contient 74 transporteurs ABC, ou les génes
codant ces protéines représentent environ 5 % du génome (pour revue, Higgins, 2001). Contrairement a la
diffusion facilitée, ce transport établit un gradient de concentration au lieu de I'exploiter, en
consommant de 1’énergie (Paulsen et al.,, 2000). Un des transporteurs le plus ¢tudié chez E. coli est celui
du maltose (Fig. 1). La protéine MalE périplasmique se lie au substrat avec une forte affinité ct
I’apporte au niveau des domaines transmembranaires MalF et MalG. L’hydrolyse de I’ATP au niveau
des domaines cytoplasmiques MalK apporte 1’énergie nécessaire a la translocation du substrat par les

domaines transmembranaires MalF et MalG.

Le transport actif secondaire représente le mode de transport le plus fréquemment utilisé
pour de nombreux solutés (Paulsen et al, 2000). En particulier, E. coli possede 194 transporteurs
secondaires. Ce systéme de transport utilise un gradient ionique préalablement établi. Cette famille de
transporteurs est divisée en trois groupes, suivant le gradient ionique utilisé : soit un gradient de
protons, soit un gradient d’ions Na', soit un gradient d’autres ions et solutés pouvant étre échangés
avec les protons. Le gradient de protons, appelé aussi force protomotrice, est géncré lors de la
respiration cellulaire aérobie, mais il peut aussi €tre créé par I’hydrolyse d’ATP par une ATPase
membranaire. Les autres gradients utilisés sont générés aux dépens de cette force protomotrice. Ainsi,

le gradient de Na" est réalisé par ’antiport H'/Na" ot le transport des différents ions est réalisé en sens
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opposé. Chez E. coli, la perméase du lactose, codée par le geéne lacY, réalise la translocation
stoechiométrique d’a ou de B D-galactopyranosides, tels que le lactose et le mélibiose, et de protons
H" (Sondej et al., 2003). Le mélibiose peut aussi rentrer dans la cellule en utilisant le gradient de Na'
(Fig. 1). Dans ces deux cas, le transporteur est un symport, transportant le soluté et I'ion dans une

méme direction, du périplasme vers le cytoplasme.

Le dernier mécanisme de transport repose sur la phosphorylation du substrat. 11 est réalis¢ par
un ensemble de phosphotransférases phospho-énol pyruvate (PEP)-dépendantes, ces syst¢mes
sont encore appelés PTS. Ainsi, ce mécanisme a I’avantage d’économiser de I’énergie par rapport aux
deux systéemes de transport actifs décrits ci-dessus. En effet, lorsqu’un substrat est importé dans la
cellule par un transporteur actif, une molécule d’ATP est consommée lors de I’entrée du substrat dans
la cellule et lors de sa phosphorylation. Cette étape de phosphorylation est généralement la premicre
réaction métabolique intracellulaire réalisée. Au contraire, le systtme PTS consomme une seule
molécule de PEP pour ces deux étapes, soit I’entrée et la phosphorylation du substrat. Cependant, ce
mode de transport avantageux n’est utilisé que pour un nombre limité de substrats : sculement 22
syst¢tmes PTS distincts ont été identifiés chez E. coli (pour revue, Plumbridge, 2002). La présence de
systétme PTS n’a été observée que dans la moitié des bactéries dont les génomes ont été séquencés
actuellement, et il n’a pas été identifié ni chez les Archaea, ni chez les eucaryotes (Paulsen et al., 2000).
Ces systemes PTS réalisent aussi d’autres fonctions cellulaires. Nous décrirons les différentes

régulations exercées par le systéme PTS chez E. coli dans la partie E.

La majorité des composés nutritionnels utilise deux types de transport : un de faible affinité et
consommant peu d’¢énergie, utilisé lorsque ce composé est en forte concentration, et un de forte affinité
et consommant le plus d’énergie, utilisé lorsque ce composé est en faible concentration. Ceci est le cas
pour le glucose : a forte concentration, il entre dans la cellule via le systeme PTS spécifique du
glucose. A faible concentration, le glucose est piégé par la glycoporine LamB et traverse la membrane
interne par un systeme de transport actif primaire, le transporteur ABC Mgl du galactose (pour revue,

Ferenci, 1996).

I.2 / Cas du phosphate et des nutriments contenant un ou des phosphates

Suivant sa concentration, le phosphate peut étre transporté par un mécanisme reposant sur des
transporteurs de faible affinité, le systéme Pit, comprenant les transporteurs PitA et PitB, et un
mécanisme reposant sur un transporteur de forte affinité, le systéme Pst (pour revue, Wanner, 1996). Deux

autres systémes de transports peuvent prendre en charge le phosphate inorganique en tant qu’analogue
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de leur substrat mais avec une plus faible affinité. Il s’agit des transporteurs du glycérol 3-phosphate
(GIpT) et du glucose 6-phosphate (UhpT). Cependant, ces deux systémes ne permettent pas la
croissance cellulaire sur un milieu contenant du phosphate inorganique, en absence des systémes Pit et
Pst.

La synthése du transporteur PitA semble constitutive (pour revue, Wanner, 1996), alors que celle de
PitB est réprimée ou inactivée par le régulon PHO (Harris er al., 2001). Ce régulon PHO comprend
I’ensemble des genes et opérons co-régulés par le systéme a deux composants PhoB-PhoR, qui sera
présenté plus en détail dans la partic 1V. Le systeme de transport Pst appartient a la famille des
transporteurs ABC. Il est constitué d’une protéine de liaison périplasmique PstS, des deux protéines de
la membrane interne PstA et PstC, qui constituent un canal et d’une ATPase cytoplasmique PstB (pour
revue, Wanner, 1996). Les composants de ce systéme de transport du phosphate a forte affinité Pst sont
codés par ’opéron pstSCAB-phoU. Cet opéron appartient au régulon PHO. La transcription est inhibée
par une forte concentration en phosphate seulement en présence du systéme Pst et de la protéine PhoU

(pour revue, Wanner, 1996).

II / Les systémes de transport PTS des sources carbonées chez £. coli

II.1 / Organisation générale

Les systemes PTS sont tous composés de deux protéines cytoplasmiques générales, I’enzyme |
(EI) et la protéine a histidine (Histidine Phosphocarrier protein HPr), et d'un nombre variable de
complexes enzymatiques assurant le transport spécifique des sucres. Ces enzymes sont appelées
enzymes I (EIM®) (Fig. 2). La protéine EI s’autophosphoryle en utilisant le groupement

phosphate du PEP. Elle transfére ensuite son groupement phosphate a la protéine HPr, qui phosphoryle

SUCTCS ISHL‘I’CS

les différentes protéines ElI des différents complexes de transport PTS. Ces protéines EI
asssurent ensuite le transport et la phosphorylation de leurs sources carbonées spécifiques. La
phosphorylation des protéines EI, HPr et EII est réversible, contrairement a la phosphorylation des
sucres transportés au travers de la membrane interne. Ceci est du au fait de la stabilité décroissante des
phosphorylations réalisées sur les protéines successives (pour revue, Postma ef al., 1996b).

Lors de la phosphorylation de El, le PEP, molécule donneuse du phosphate, est transformée en
pyruvate. Cette réaction est réalisée de manicre irréversible par les pyruvate kinases, et de fagon

réversible par la protéine EI du systeme PTS : elle constitue un lien entre le transport des sources

carbonées et le métabolisme central.
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Figure 2 : Organisation du syst¢tme PTS du mannitol, du glucose, du mannose et du fructose chez
E. coli (Keyhani et al.. 2000 ; pour revues, Postma er al., 1993 : Postma ef al., 1996 ; Ginsburg et
Peterkofsky, 2002).

La protéine générale EI est en orange, la protéine générale HPr ainsi que le domaine homologue a HPr
de FPr du systeme PTS du fructose, sont représentés en rouge. Les domaines EIIA des protéines ElI
spécifiques des différentes sources carbonées sont schématisés en bleu, tandis que les domaines EIIB
sont représentés en vert, les domaines EIIC et EIID transmembranaires en violet. Le groupement
phosphate qui est transféré depuis le PEP jusqu'a la source de carbone est représenté par un P cerclé en

rouge.
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Chez E. coli et les autres protéobactéries 8 Gram négatif, différents systémes paralogues au
systeme PTS ont ¢été identifiés (pour revue, Hu et Saier, 2002). Par exemple, les protéines PTS de I’azote

catalysent les réactions de transfert de phosphate suivant (d'aprés Hu et Saier, 2002) :
PEP His-IN" (P}His-HP" His-IIAN"
Pyr D PiHis-N BN His-HP &) (PrHis-IIAN"
La protéine EI™" d’E. coli rend le métabolisme de I’azote dépendant de celui du carbone. Les

conséquences régulatrices de ces voies de transport semblent différentes suivant les bactéries. Ainsi,

chez Legionella pneumophila, 1a protéine EIN" contrdle la virulence (pour revue, Hu et Saier, 2002).
II.2 / Les protéines générales du systéme PTS

I1.2.a / La protéine EI

La protéine EI, de 63.4 kDa, est constituée d’'un domaine amino-terminal (N-terminal) (EI-N)
compact contenant [’histidine 189, et d’un domaine C-terminal (EI-C) flexible susceptible a la
protéolyse. Elle est en équilibre entre les formes monomériques et dimériques. La forme dimérique
uniquement s’autophosphoryle au niveau de I’histidine 189, en présence de PEP et de magnésium (pour
revue, Ginsburg et Peterkofsky, 2002). Le domaine EI-N peut étre phosphorylé réversiblement, in vitro, par
la protéine HPr, mais pas par le PEP, le domaine (EI-C) catalyse le transfert du phosphate du PEP a
I'histidine 189 (Fomenkov er al, 1998). La phosphorylation de EI-N entraine un changement
conformationnel de la protéine dans lequel I’histidine 189 subit une rotation vers la surface de la
protéine. La protéine EI phosphorylée interagit avec la protéine HPr et lui transfert son phosphate. Elle
retourne a 1’équilibre entre les formes déphosphorylées monomériques et dimériques, jusqu’a ce que le
PEP ct le Mg®" se lient a nouveau et favorisent une dimérisation compléte de la protéine EIL Ainsi, les
concentrations intracellulaires de PEP et de Mgh, lices aux fluctuations métaboliques, sont des
déterminants majeurs pour la régulation de I’autophosphorylation dépendante du Mg®" par le PEP
(Dimitrova et al., 2002).

Le domaine EI-C est homologue aux PEP synthases et pyruvate : phosphate dikinase, mais le
domaine EI-N ainsi que toutes les autres protéines PTS n’ont pas d’homologues a d’autres enzymes de
fonction connues (pour revue, Hu et Saier, 2002). Les bactéries a Gram positifs et les spirocheétes ne
possedent qu'un scul homologue a la protéine EI tandis que les protéobactéries ont plusieurs
paralogues. En particulicr, E. coli a 5 paralogues a la protéine EI : EI, EI”™, deux EI'™ (EI'™ et EI'™),
et EI™", dont les quatre dernicres possedent des domaines supplémentaires. La protéine EIN" contient

un domaine détecteur de type Nif-A ; les protéines EI'™ et EI'™, identiques a 50 %, contiennent les



Introduction

I Dha

domaines HPr et EIIA™ ; la protéine EI"™ contient une forme tronquée de la protéine EI, HPr et un

domaine EIIA ressemblant 2 EIIAM™ (pour revue, Hu et Saier, 2002).
I1.2.b / La protéine HPr

La protéine HPr, de 9 109 Da, est phosphorylée au niveau de I’histidine 15 par la protéine EI.
Comme pour EI, les bactéries a Gram positif n’ont qu’un seul homologue a la protéine HPr. B. subtilis
fait exception a cette régle : elle contient les protéines homologues HPr et Crh, dans laquelle un résidu
glutamine remplace I’histidine du site actif. Au contraire, E. coli K12 contient 6 paralogues & HPr : H,
H™ H™, H™, ™ et H™, dont trois paralogues a H™. La protéine H™, appelée aussi FPr,
comporte un domaine EIIA"™ en N-terminal, et un domaine homologue a HPr en C-terminal (pour
revue, Hu et Saier, 2002). Le domaine C-terminal de FPr phosphoryle son domaine N-terminal EllAF“',
mais semble également capable de phosphoryler le domaine EIIA d’autres systéme de transport PTS,
mais avec une efficacité moindre que la protéine HPr. La protéine FPr peut se substituer a la protéine
HPr chez E. coli dans les mutants ne produisant pas de protéine HPr (pour revues, Postma et al., 1993 ;

Postma et al., 1996b).

II.3 / Les protéines EII

Leur nombre et leur structure varient entre les différentes espéces de bactéries. Chez E. coli,
I’analyse du génome a identifié 22 protéines EII, dont le substrat spécifique n’est connu que pour 13
d’entres elles (pour revue, Plumbridge, 2002).

Les protéines EIl sont des diméres, ou chaque monomére est constitué¢ en général de trois
domaines structuraux EIIA, EIIB et EIIC, chacun comprenant environ respectivement 100, 100 et 350
acides aminés. Les domaines EIIA et EIIB sont cytoplasmiques et réalisent le transfert séquentiel du
phosphate de la protéine HPr au sucre transporté, en utilisant généralement une histidine, ou quelques
fois une cystéine pour certains domaines EIIB comme pour la protéine EIIBC®. Le domaine EIIC est
transmembranaire et comprend les déterminants majeurs pour la reconnaissance des sucres et leur
transport du périplasme au cytoplasme. Un quatriéme domaine EIID transmembranaire est parfois
nécessaire au transport des sources de carbone, comme c’est le cas pour le systéme PTS spécifique du
mannose (Fig. 2).

L’organisation de ces domaines varie en fonction du systeme PTS (Fig. 2). Les différents
domaines peuvent étre codés par des génes différents, comme pour le chitibiose, ou au contraire par un
seul géne et ne former qu’une seule chaine peptidique comme pour le mannitol (Keyhani er al., 2000 ; pour
revues, Postma et al., 1993 ; Postma et al., 1996a). Deux des trois (ou quatre) domaines fonctionnels peuvent

aussi constituer une protéine. Ainsi, le syst¢tme PTS spécifique du glucose comprend un domaine
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EIAY" cytoplasmique indépendant, alors que le domaine EIIB®" cytoplasmique est fusionné au

domaine EIICY" transmembranaire. Dans le systéme PTS spécifique du mannose, le domaine EITAM®

an

est fusionné au domaine EIIBM™ cytoplasmique.

ISUL‘ rcs

Bien que les complexes EI soient spécifiques d’un composé carboné, ils peuvent
transporter d’autres composés carbonés, avec en général des affinités plus faibles. Ainsi, le complexe
EIM™ spécifique du mannose peut assurer le transport d’autres hexoses, tels que le glucose et le
fructose (pour revues, Postma et al., 1993 ; Postma et al., 1996b).

ISLIC res

Six classes de protéines El ont pu étre définies, suivant un alignement de séquences et leur

spécificité de substrat : les familles glucose / saccharose, lactose, mannitol, mannose, galactitol et

Sucres

glucitol (pour revues, Postma ef al., 1996b ; Robillard et Broos, 1999). Les protéines ElI appartenant au
méme groupe peuvent se complémenter contrairement aux protéines appartenant a des groupes
différents ou les similarités sont limitées a quelques motifs (pour revues, Postma et al., 1996b ; Robillard et
Broos, 1999). Ainsi, les protéines EIICBA™®, EIICBA™, appartenant a la méme classe que la protéine
EIIA®", peuvent complémenter une souche délétée de la protéine EIA®. Ces deux protéines
permettent le transport et la phosphorylation de I’a-méthylglucoside par la protéine EIIBCY", en

absence de la protéine EITA™ (pour revue, Robillard et Broos, 1999). Ces exemples illustrent la complexité

du transport des sources de carbone dans les cellules bactériennes.

II.4 / Structure des composants du systéme PTS du glucose

La structure des différents complexes impliqués dans le transfert de phosphate par le systéme
PTS spécifique pour le glucose a été obtenue récemment (Fig. 3) (Cai er al., 2003 : Wang et al., 2000¢). La
spécificité des surfaces d’interaction est caractérisée par une complémentarit¢ géométrique et
chimique. La protéine EIIA“", de forme concave, interagit avec la partiec convexe des protéines HPr et
EIBCY" via des interactions hydrophobes, au niveau du site actif, et électrostatique a la périphérie (Cai
et al., 2003). Chaque enzyme utilise la méme surface d’interaction avec ses différents partenaires, ou
quelques chaines latérales adoptent une conformation différente, suivant le partenaire a contacter, afin
d’optimiser les interactions. Ainsi, la cascade de transfert des phosphates est réalisée par association et
dissociation de complexes protéiques bimoléculaires, plutét que par formation d’un complexe ternaire.
L’enzyme générale HPr s’associe avec 1'enzyme générale El, et est phosphorylée. Elle est obligée de
se dissocier de la protéine EI pour pouvoir interagir avec la méme interface avec la protéine EITAS".
De méme, la protéine EITA“" phosphorylée se dissocie de HPr pour interagir avec la protéine ENIBCC"
avec la méme interface d’interaction qu’avec HPr. L’interaction directe de la protéine El avec la
protéine EIIBC®" ne semble pas possible a priori (Wang ef al., 2000a ; Wang ef al., 2000¢ ; Cai et al., 2003). 11

est a noter que le domaine N-terminal de la protéine EIIA®" se structure en une hélice amphipathique
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Figure 3 : Structure secondaire des complexes entre les protéines du systéme PTS du glucose
chez E. coli (d'aprés Cai et al., 2003).

A : Structure secondaire du complexe HPr avec le domaine N-terminal de la protéine EI (EIN).

B : Structure secondaire du complexe HPr avec la protéine EINAGIe,

C : Structure secondaire du complexe de la protéine EIIBUIC avee la protéine EITAGIC, Le domaine N-
terminal de la protéine EITAGIC se structure en hélice au contact de la membrane.

Les hélices o et feuillets B sont représentés en orange, rouge, bleu et vert pour les protéines EIN, HPr,
ENAGIe et ENBYe, respectivement. Les résidus réalisant le transfert de phosphate entre deux protéines
ainsi que le phosphate sont schématisés dans I'état de transition.
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au contact de la membrane (Fig. 3C) (Wang ef al., 2000b). Cette hélice stabiliserait le complexe EITAS"-

ENBCY", ce qui améliorerait le transfert de phosphate.

II.5 / Mécanisme de transport et de phosphorylation des substrats

Les protéines EII' réalisent les quatre fonctions suivantes (pour revue, Robillard et Broos, 1999) :
- la phosphorylation vectorielle : la source carbonée est transportée du périplasme au cytoplasme, et
est phosphorylée,
- la phosphorylation non vectorielle : la source carbonée présente dans le cytoplasme est phosphorylée,
- I’échange de phosphate entre deux sources carbonées du cytoplasme,
- la diffusion passive a travers la membrane interne.
Le modéle de transport et de phosphorylation des sources carbonées par EIIBCY" suivant a été émis
par I’équipe de B. Emni (Garcia-Alles et Emi, 2002, Garcia-Alles et al., 2002). Le dimére ENIBCE* possederait
un site de faible et de forte affinité par monomere, ou chaque monomere serait en sens oppos¢ par
rapport a la membrane. Ainsi, un site de forte affinité et de faible affinité sont situés de chaque coté de
la membrane interne. Le substrat se fixerait sur le site de forte affinité coté périplasme, puis serait
phosphoryl¢ et transféré au site de faible affinité orienté vers le cytoplasme du méme monomere, puis

libéré. Le site de forte affinité de I’autre monomeére, situé au niveau du cytoplasme, réaliserait la

phosphorylation non vectorielle des substrats.

II.6 / Organisation des geénes du systeme PTS

Les génes codant les protéines assurant le transport et le métabolisme des sources de carbone
jusqu’a un intermédiaire de la glycolyse sont souvent regroupés sous la forme d’un opéron (pour revue,
Plumbridge, 2002). Ceci est observé pour des sucres transportés par un systéme PTS, appelés sucres PTS,
comme le fructose, ot I’opéron fruBKA code les protéines qui assure le transport et le métabolisme du
fructose, ou des sucres non PTS, comme le lactose. La transcription de ces différents opérons est
régulée en général par un activateur transcriptionnel, le complexe CRP/AMPC (CRP : cAMP Receptor
Protein = CAP : Catabolite Activator Protein) / AMPc, et un répresseur : son role est d’inhiber
I'expression des geénes codant des protéines impliquées dans le transport et le métabolisme d’une
source carbonée en absence de celle-ci (pour revue, Postma ef al., 1993, Postma et al., 1996b). Par exemple,
I"opéron nagE-BACD regroupe les génes nécessaires au transport et au catabolisme du N-
acétylglucosamine et glucosamine. En absence de substrat, ’initiation de la transcription au niveau des
promoteurs divergents nagE P1 et nagB P1 est réprimée par la protéine NagC. Le répresseur NagC se
fixe au niveau des boites B et E, centrées respectivement aux positions -125 et -31 par rapport au site

+1 du promoteur nagE Pl, et forme une boucle d’ADN. La répression par la protéine NagC est levée
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en présence du N-acétylglucosamine-6-phosphate, produit du transport du N-acétyl glucosamine par
son transporteur PTS, EIICBA™® (Plumbridge, 1991). La transcription de I’opéron nagE-BACD est aussi
induite par le complexe CRP-AMPc : un site de fixation centré en position -61.5 par rapport au site
d’initiation de nagE P1 et -71,5 par rapport a celui de nagB P1 (Plumbridge et Kolb, 1998). 11 est aussi a
remarquer que ce complexe CRP/AMPc renforce I'inhibition de la transcription en présence du
répresseur NagC. La protéine NagC est produite a partir de deux promoteurs, nagC P1 et P2, situés
dans la région codante du géne nagd, ce qui permet une expression constitutive du répresseur

(Plumbndge, 1996).

L’organisation des geénes codant le systeme PTS spécifique du glucose est différente (pour
revues, Postma ef al., 1993 ; Postma et al., 1996b). Le complexe Ell est composé des deux protéines EHAY et
EIICBY", codées respectivement par les génes crr et pisG. Le géne crr est localisé en aval des génes
ptsH et ptsl, codant les protéines générales HPr et El. L’ensemble forme ainsi I’opéron pts. Le géne
ptsG est indépendant (Fig. 45). La régulation de ’expression de ces génes est complexe et sera décrite
dans la partie E. Cette organisation particuliére pourrait étre due a la place fondamentale du

métabolisme du glucose chez E. coli.

III / Le métabolisme général des sources de carbone

Apres leur transport, les sources de carbone utilisent des voies métaboliques spécifiques et
rejoignent les voies métaboliques centrales a partir de différents branchements. Ces voies
métaboliques centrales sont la glycolyse, la voie des pentoses phosphate, la voie d’Entner-Doudoroff,
et le cycle de Krebs (Fig. 4). Chez E. coli, les génes codant les enzymes intervenant dans les
différentes voies métaboliques sont généralement regroupés en opéron, comme c’est le cas pour le
cycle de Krebs et la voie d’Entner-Doudoroff. Ainsi, les génes sdhCDAB-sucABCD codant des
enzymes du cycle de Krebs sont transcrits a partir du promoteur Py, situé en amont de I'opéron (Park et
al., 1997 ; Cunningham et Guest, 1998). Les génes codant les enzymes de la voie d’Entner-Doudoroff sont
regroupés au sein de 1’opéron edd-eda (Egan et al., 1992). Par contre, les génes codant des protéines de la
voie des pentoses phosphate et de la glycolyse sont majoritairement monocistroniques (pour revues,
Sprenger, 1995 ; Fraenkel, 1996). Au niveau de la glycolyse, seul les génes pgk et fbad peuvent appartenir
au méme opéron.

Les sources de carbone transportées dans la cellule par un systéme PTS sont préférentiellement
utilisées. Ceci s’explique par la limitation de I’expression des génes codant des systémes de transport
et de dégradation de sources de carbone qui n’empruntent pas le systtme PTS lorqu’une source de

carbone utilisant un systéme PTS est disponible dans le milieu. Ces régulations de I’expression des
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Figure 4 : Principales voies du métabolisme carboné et les génes codant les différentes enzymes
mises en jeu chez E. coli.

Les sources de carbone transportées dans la cellule par un systeme PTS sont encadrées en noir. Les
geénes codant les enzymes impliquées dans les voies métaboliques sont indiqués en rouge. Les genes
ptsl et ptsH, codant les protéines générales EI et HPr du systeme PTS, respectivement, sont encadrés.
Les différentes voies métaboliques (voie d'Embden-Meyerhof-Parnas, voie des pentoses phosphate.
voie d'Entner-doudoroff, cycle de Krebs et shunt du glyoxylate) sont indiquées sur un fond de couleur
différentes.
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genes sont exercées entre autre par les éléments du systéme PTS, au niveau de différentes étapes allant
de Pinitiation de la transcription a la régulation de I’activité des enzymes des voies métaboliques.
Nous allons décrire par la suite les différents mécanismes et régulations s’exer¢ant au niveau de
I’initiation de la transcription, de I’initiation de la traduction, de la dégradation des ARNm. Dans une
derni¢re partie, nous décrirons les différentes régulations exercées au niveau des voies métaboliques

carbonées.

10
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Partie B / La transcription chez Escherichia coli

Les bactéries vivent dans des habitats ou les conditions changent trés fréquemment. Afin de
s’adapter aux différentes variations de leur environnement, elles ont développé des réponses trés
sophistiquées afin d’obtenir les bons produits en quantité et en temps utile (pour revue, Browning et Busby,
2004). Ces réponses passent le plus souvent par I’activation et/ou la répression d’un nombre de genes
pour permettre I’adéquation entre la physiologie cellulaire et/ou le métabolisme avec les nouvelles
conditions de croissance rencontrées par la bactérie. Ainsi, les bactéries ont mis au point une large
gamme de mécanismes pour réguler finement I’expression des genes. Cette régulation est exercée par
I"action de protéines régulatrices activant ou inhibant I’ARN polymérase au niveau de I'initiation de la
transcription, modulant I'élongation et/ou la terminaison a des sites spécifiques. A ceci s’ajoute un
autre niveau de régulation au niveau post-transcriptionnel, intervenant au niveau de la stabilité de
I’ARN, I’efficacité d’initiation de la traduction, I’activité des protéines et leur dégradation (Rojo, 2001).
Seront développées ici les régulations transcriptionnelles effectuées au niveau de I'initiation de la
transcription.

La transcription des génes se décompose en trois étapes: I’initiation, I’¢longation et la
terminaison, ou chacune peut étre le si¢ge de différentes régulations. Afin d’éviter une dépense
d’énergie inutile, I’étape clé de la régulation de la transcription est I'initiation. Chez les bactéries, la
transcription est réalisée par une seule enzyme, I’ARN polymérase ADN dépendante, qui existe sous
les formes apoenzyme et holoenzyme. Sous la forme apoenzyme, elle réalise I'¢longation, soit la
synthése d’ARN dans le sens 5°-3” en utilisant ’ADN comme matrice, la terminaison correspondant a
I’arrét de la transcription. Elle doit s’associer avec un facteur ¢ pour former I’holoenzyme afin de se
fixer sur ’ADN. Elle reconnait alors une séquence particuliére, appelée promoteur, située en amont de

la région codante. Nous décrirons les différentes étapes de la transcription et leurs régulations.

I / Le mécanisme d'initiation de la transcription

I.1 / L'apoenzyme ARN polymérase

Chez les bactéries, I’ARN polymérase est constituée des sous-unités a, 3, B’ et ®, comprenant
respectivement 329, 1342, 1407 et 91 acides aminés. L’assemblage de I’apoenzyme a été décrit
comme étant un processus séquentiel ordonné (Ishihama, 1981) :

a —» o —> wpf —» wppfo

11
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Figure 5 : Structure de I'ARN polymérase bactérienne.

A : Structure de l'apoenzyme d'E. coli a 15 A. obtenue par cryomicroscopie (d'aprés Darst ef al., 2002). Les
sous-unités 3 et B' forment une pince de crabe au niveau de I'apoenzyme. Le point rouge indique 1'ion
magnésium catalytique.

B : Modéle d'appariement entre I'holoenzyme et 'ADN au niveau d'un promoteur (d'aprés Darst ef al.,
2002 ; pour revue Browning et Darst, 2004). Les sous-unités o—NTD sont indiquées en gris au niveau de la
structure, tandis que les domaines o—CTD sont représentés par des boules grises en interaction avec
I'ADN. Les domaines 3 et B' sont en bleu cyan et rose foncé, respectivement. Les différents domaines
0>, 03 ¢t 64 du facteur ¢ sont colorés en rouge et sont en interaction avec I'ADN qui est représenté
sous forme de double hélice.

C : Representation schématique de I'holoenzyme en interaction avec I'ADN. Les couleurs des sous-
unités B et B' sont les mémes que précédemment. Les sous-unités —NTD et o—CTD sont représentées
par des boules grises. Les différents domaines de 'ADN pouvant étre en interaction avec I'holoenzyme
sont schématisés par un rectangle violet entouré d'un cadre bleu.

D : Représentation schématique de I'ARN polymérase lorsqu'elle est associce au facteur 6 ou présente
dans les complexes d'initiation ou d'¢longation de la transcription. Le méme code couleur a été utilisé
pour I'ARN polymérase. Les différents domaines du facteur ¢ sont en jaunc-orange, le brin d'’ARN
naissant en orange, les brins dADN matrice ¢t non matrice en jaune et vert, respectivement (d'aprés

Young er al.. 2002).
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Il débute par la dimérisation du domaine N-terminal de la sous-unité a (domaine a-NTD constitué des
acides aminés | a 235), ce qui permet ensuite la fixation des sous-unités f§ et °. Les sous-unités B et
B* constituent les deux pinces de la forme en pince de crabe adoptée par I'apoenzyme (Fig. SA) et
contiennent le centre actif de I’enzyme, localisé au niveau de la réunion des deux pinces. Le facteur
o se lie au niveau de la partie C-terminale de la sous-unité 3, et stabilise I’association de B’ avec a2f3
(Minakhin et al, 2001). Contrairement aux autres ¢léments de I'apoenzyme, le facteur ® n’est pas

essentiel pour la survie de la bactérie (Darst er al., 2002).

I.2 / Les différentes holoenzymes chez E. coli

La fixation du facteur o a I’apoenzyme lui confére une affinité pour toute séquence d’ADN, ce
qui lui permettrait de s’accrocher a une séquence d’ADN, puis de glisser le long de la double hélice
jusqu’a la séquence d’un promoteur, reconnu avec une plus forte affinité. Le facteur o réalise les trois
fonctions suivantes (pour revue, Browning et Busby, 2004) :

- la reconnaissance de séquences spécifiques de promoteurs,

- le positionnement correct de I’ARN polymérase au niveau du promoteur cible,

- TI'ouverture de la double hélice d’ADN a proximité du site d’initiation de la transcription.

I1 pourrait aussi jouer un réle dans I’ouverture ¢t la fermeture des « pinces de crabe » de I’apoenzyme
pendant les différentes étapes du processus d’initiation de la transcription (Darst er al., 2002).

Les structures des holoenzymes de Thermophilus aquaticus et Thermus thermophilus montrent
que le facteur o est localisé sur une face de I’enzyme (Murakami et al., 2002 ; Vassylyev et al., 2002) (Fig. 5,
B et C), et interagit avec des ¢lément flexibles de I’apoenzyme situés au niveau des sous-unités [ et
B’ : le « clamp » pour B’, le domaine B1 et le « B flap » pour B (Fig. 5D).

Différents paramétres évitent la liaison des sous-unités o libres a I’ADN qui pourrait rendre les
promoteurs inaccessibles aux holoenzymes par inhibition stérique. En particulier, lorsque le facteur
est a I’¢tat libre, la distance séparant les régions qui interagissent avec les boites -10 et -35 ne permet
pas de réaliser une interaction simultanée avec ces deux boites. Lorsque le facteur o s’associe avec
I’apoenzyme, il subit un réarrangement structural ce qui conduit au positionnement optimal des
régions d’interactions du facteur ¢ aux boites -10 et -35.

La majorité des bactéries possédent, en général, de multiples facteurs o, de 1 pour Mycoplasma
genitalium a 63 chez Streptomyces coelicolor (pour revue, Browning et Busby, 2004). Des alignements de
séquences protéiques ont permis de différencier deux types de familles de facteurs o bactériens, les
familles o’ et 6™ (pour revue, Wosten, 1998). Ces familles comprennent respectivement 4 et 3 régions

fortement conservées (Fig. 6, A et C) (pour revue, Wosten, 1998). E. coli contient 7 facteurs o, ou 6
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Figure 6 : Organisation des facteurs 679 et 654 et structure de A chez T. thermophilus
(d'apres Buck et al., 2000 ; Borukhov et Severinov, 2002).

A : Organisation du facteur 679 et ses domaines d'interactions avec I'ADN. Les trois domaines
identifiés par radiocristallographic sont indiqués par les domaines 65, 63 et G4, en jaune, vert et bleu,
respectivement. Les différents sous-domaines identifiés par les alignements de séquences et
caractérisant la famille de facteur 670 sont représentés par différentes couleurs.

B : Structure du facteur o de 7. thermophilus obtenue par radiocristallographie. Les différentes
couleurs correspondent a celles des différents domaines en A.

C : Organisation du facteur 64 chez E. coli et domaine d'interactions avec l'apoenzyme et I'ADN. Les
régions I (bleu), Il (rouge) et I1I (violet) conservées et leurs fonctions sont indiquées.
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appartiennent 4 la famille ¢ et 1 a la famille 6>* (Tableau 1). Les membres de la famille 6™

comprenant les facteurs cm, ¢, o', 6°2, o et 6", peuvent reconnaitre et former des complexes
transcriptionnellement compétents en absence de source d’énergie. Par contre, les membres de la
famille de facteur o™ conduisent a la formation d’une holoenzyme qui a besoin de source d’énergie
sous forme d’ATP ou de GTP, pour la formation d’un complexe d’initiation de la transcription actif.
Les différents facteurs sigma reconnaissent des séquences de promoteurs différents, ce qui
permet la transcription de classes distinctes de génes, ou la transcription d’un méme géne a partir de
promoteurs multiples. Le taux des différentes holoenzymes dépend de la concentration intracellulaire
en facteur o, qui varie en fonction des conditions de croissance, et de son affinit¢ pour I’ARN
polymérase sous sa forme apoenzyme. La mesure de ces deux paramétres permet d’estimer le nombre
de molécules par cellule de chaque holoenzyme présente, en phase exponenticlle de croissance : 550
pour Es’®, 95 pour Ec', 55 pour Ec". En phase stationnaire de croissance, la quantité de facteur ¢
augmente, et peut représenter jusqu’a 30 % de la quantité de molécule du facteur 6" (pour revue,
Ishihama, 2000). Le facteur 6™ intervient dans la reconnaissance d’une large majorité des promoteurs

transcriptionnels, ce qui assure la transcription de base chez E. coli.
I.3 / Les promoteurs reconnus par I'holoenzyme Ec”®

Le facteur ¢’ permet la reconnaissance spécifique d’une séquence d’ADN, appelée promoteur

70 s i ; T o ; oy
de type ¢’’. En effet, I’alignement des séquences nucléotidiques situées en amont des sites d’initiation
de la transcription des génes d’E. coli transcrits par 1’holoenzyme Ec’’ a conduit a I’identification de

deux hexameéres conservés, possédant le motif consensus suivant :

TTGACA «—— 17+/-1pb —» TATAAT «— 4 a 8 bp — site d’initiation +1
boite -35 boite -10

Le site d’initiation de la transcription est séparé de la boite -10 par 4 a 8 bp. Les deux
hexameéres conservés sont centrés approximativement 10 et 35 pb en amont du site d’initiation de la
transcription, et sont appelés boites -10 et -35, respectivement. Un promoteur typique comprend au
moins quatre bases sur six au niveau de chacun des 2 hexameéres (Mitchell er al., 2003). Ces 2 hexmeéres
sont séparés par une séquence non conservée de 16 a 18 pb, 17 bp étant la distance la plus fréquente.
Un espacement de 16 pb peut étre compensé par une diminution du nombre de supertours négatifs de
I’ADN et favoriser ainsi la transcription. Au contraire, une augmentation du surenroulement facilite
I’initiation de la transcription des promoteurs ayant une séquence interboite de 18 pb (pour revue, Wang et

Syvanen, 1992).



Facteur | Géne | PM Spécificité de reconnaissance Fonction Références
(Da)
" rpoD | 70236 | TTGACA N6 s TATAAT Majorité des génes | Harley et Reynolds,
d’E. coli 1987
o *® | rpoS | 38000 | CTGCAA Ny4.6CGCCAAGT Réponses a de Lange et Hengge-
nombreux stress Aronis, 1991 ; Kolb er
al., 1995 ; Tanaka et
al., 1995
c’ RpoH | 32000 | CTTGAA Nj3.45 CCCCATNTA | Réponseala Cowing et al., 1985
dénaturation des
protéines
cytoplasmiques
c*® | rpoE | 24000 | GAACTT N;, TCTGA Réponse a la Erikson et Gross, 1989
dénaturation des
protéines
périplasmiques
o™ | ypoF | 28000 | TAAAGTT N, GCCGATAA | Génes de synthése | Helmann et
des flagelles Chamberlin, 1987
e | fecl [ 19000 | GGAAAAT N;; TCCTT Opéron de Angerer et al., 1995 ;
transport du citrate | Enz et al., 1995
ferrique
o™ | ypoN | 54000 | aaN3TGGCAc Ny TGCNNt Géne du Reitzer et Schneider,

petites lettres : 2 & 5 mismatches
lettres capitales : 0 ou |
mismatches

bases soulignées : 0 mismatches

métabolisme de
I'azote

2001

Tableau 1 : Les différents facteurs sigma mis en évidence chez E. coli.

Pour chaque facteur sigma sont indiqués le nom de son géne, son poids moléculaire, la
séquence reconnue par I’holoenzyme correspondante ainsi que le type de génes transcrits par
cette holoenzyme.
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Deux autres éléments de séquences peuvent aussi faciliter la reconnaissance du promoteur par
I’holoenzyme Ec’’ : I'élément -10 étendu et I’élément UP. L’élément -10 étendu est constitué du motif
5’-TRTG-3°, avec R = A ou G, situé en position -17 a -14 par rapport au site d’initiation de la
transcription (il est séparé d’un nucléotide de I’hexamere -10) (Mitchell e al., 2003). Le dinucléotide 5°-
TG-3 (position -15 & -14) interagit avec le domaine 63.0 du facteur ¢, tandis que le dinucléotide 5°-
TR-3" situé en amont semble affecter la structure et/ou la flexibilité de "ADN pour faciliter
I'interaction du facteur o avec la région aval. Ce dinucléotide 5°-TR-3" est présent dans 20 % des
promoteurs possédant un élément étendu. L’élément UP est une séquence d’environ 20 nucléotides,
située en amont de la boite -35, et contactée par le domaine a—CTD de I’ARN polymérase (Fig. 5B)
(Estrem et al., 1999 , Gourse et al., 2000). Cet élément UP, favorise la fixation de ’ARN polymérase au
niveau du promoteur et 'ouverture de I’ADN, mais pourrait ralentir les étapes postérieures a
I’ouverture de I’ADN au sein de I’ARN polymérase (Ellinger et al., 1994).

L holoenzyme peut ainsi reconnaitre un promoteur, par I’intermédiaire de ces quatre ¢léments,

mais aucun promoteur naturel ne comporte les séquences consensus de ces quatre ¢léments.

I.4 / Les facteurs o d'E. coli

1.4.a / La famille de facteurs ”°

L4.a.a / Les différents groupes de la famille de facteurs ¢’

De multiples membres de cette famille ont ¢été découverts dans la plupart des bactéries
séquencées. Ils ont été classés en tant que facteur primaire ou alternatif suivant leur fonction. Les
facteurs primaires, essentiels, sont responsables de la transcription des génes de ménages exprimés
pendant la phase exponenticlle de croissance, tandis que les facteurs alternatifs, non essentiels, sont
responsables de la transcription des génes en réponse a des stimuli environnementaux. La famille de
facteur '’ a été divisée en 4 groupes phylogénétiques (Fig. 7).

Le groupe 1 est constitué des facteurs primaires essenticls, tel que 6”° (rpoD) d’E. colli.

Les facteurs du groupe 2 sont proches des facteurs du groupe 1, par contre ils ne sont pas
essentiels pour la croissance cellulaire, comme 6> (rpoS) chez E. coli.

Les facteurs du groupe 3, plus éloignés que le groupe 2, activent les régulons a une réponse a
un signal spécifique comme un choc thermique tel que le facteur 6> (rpoH) chez E. colli.

Le groupe 4 réunit des facteurs fort divergents en séquence des autres facteurs de la famille c"
et, en général, ils permettent la transcription des génes dont les protéines ont des fonctions

extracytoplasmiques (ils ont été appelés facteurs ECF pour ExtraCytoplasmique Function), comme
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Figure 7 : Les différents groupes de la famille de facteurs 679 (pour revue, Gruber et Gross, 2003).

A : Cet arbre a été établi suivant les alignements de séquences des régions 1.2 a 2.4 des facteurs o, pour
les bactéries suivantes : Eco : E. coli ; Bsu : B. subtilis ; 6803 : Synechocystis sp. PCC6803 ; Sco S.
coelicolor ; Pac Paeruginosa ; Tth : T. themophilus ; Taq : T. aquaticus, Cca : Cyanidium caldarium ;
Sim : Sinorhizobium meliloti ; Atu : Agrobacterium tumefaciens.

B : Représentation des différents domaines des facteurs sigma présents dans les groupes 1,2, 3 et 4 de
la famille de facteur 670. NC indique la région non conservée, retrouvée dans quelques facteurs de la
transcription des génes de ménages.
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o™ ® (rpoE) et 67 (fecl) chez E. coli. Chez de nombreuses bactéries, le nombre de facteurs différents
appartenant a ce groupe peut dépasser la somme des autres facteurs sigma, tels que S. coelicolor qui

posséde 49 facteurs ¢ ECF parmi un total de 63 facteurs & (pour revue, Helmann, 2002).

1.4.a.B / Structure et roles des différentes régions des facteurs ¢’

Les alignements de séquences protéiques de la famille des facteurs ' a permis de différencier
4 régions conservées, désignées 1 a 4. Les régions 2 ct 4 sont retrouvées dans tous les membres de la
famille o™ : elles sont impliquées dans la liaison a2 ’ARN polymérase, la reconnaissance des
promoteurs, et la séparation de ’ADN double brin (ADNdb) (Fig. 6A et 7B) (pour revue, Wosten, 1998).
Ces régions conservées correspondent grossiérement aux domaines structuraux du facteur sigma
(Campbell er al., 2002a). Les 3 domaines identifiés par radiocristallographie o>, o3 et o4, sont tous
constitués d’hélice a (Fig. 6, A et B). Ils correspondent, respectivement, aux régions 1.2 a 2.4, 3.0
(région appelée anciennement 2.5 renommée 3.0 (Campbell et al., 2002a) a 3.1 et 4.1 a 4.2. Ces domaines
sont reliés entre eux par des liens flexibles. Une telle organisation structurale permet alors différentes
conformations du facteur ¢ par réarrangement des positions relatives des domaines structuraux entre
eux, plutdét qu’a des changements dans les domaines structuraux eux-mémes. Ces différences de
conformation expliqueraient les différences de proprié¢tés biochimiques des facteurs o a I’état libres ou
associés a I’apoenz.yme (pour revue, Borukhov et Severinov, 2002).

Les différents groupes de la famille de facteurs ¢’ se différencient aussi par le nombre de
régions conservées qu’ils possédent (Fig. 7B). Ainsi, les 4 régions conservées sont retrouvées dans les
facteurs sigma des groupes 1 et 2, le groupe 2 ne comprenant pas le domaine 1.1 non conservé
(domaine NC, Fig. 7B). La région 1 n’est pas conservée dans les facteurs sigma du groupe 3. Les
facteurs sigma du groupe 4 ne posseédent que les deux régions 2 et 4 essenticlles (pour revue, Gruber ct

Gross, 2003).

Ces différentes régions du facteur ' ont été subdivisées en sous-régions (Fig. 6, A ct B).

La région 1 est décomposée en deux sous-régions : 1.1 et 1.2.
La sous-région 1.1, possédant de fortes charges négatives, inhibe de fagon indirecte la reconnaissance
de la boite -35 par le facteur o libre (Camarero ef al., 2002). Dans les structures d’holoenzymes de 7.
aquaticus en absence d’ADN, cette sous-région 1.1 est localisée a proximité du site actif de ’ARN
polymérase, et cacherait le canal de liaison @ ’ADN double brin en aval du site d’initiation de la
transcription. Cette région mimerait donc I’ADN et serait déplacée suite a la formation du complexe

avec le promoteur (Fig. 8, A et B) (pour revues, Borukhov et Severinov, 2002 ; Murakami et Darst, 2003).
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Cependant, la délétion de cette région 1.1 réduit la vitesse de transition entre les étapes qui conduisent
a 'ouverture de la double hélice d’ADN, ce qui suggere que cette région 1.1 intervient dans
I’interaction de I’holoenzyme avec le promoteur (pour revue, Murakami et Darst, 2003).

La sous-région 1.2 semble étre nécessaire aux changements conformationnels réalisés lors de
I’association du facteur " avec I’apoenzyme, ou lors de la liaison de I’holoenzyme a I’ADN (Baldwin
et Dombroski, 2001). La double délétion des regions 1.1 et 1.2 permet la fixation de I"holoenzyme a

I’ADN, mais bloque les ¢tapes ultéricures (Baldwin et Dombroski, 2001).

La région 2 a ¢t¢ subdivisée en 4 régions 2.1, 2.2, 2.3 et 2.4 (pour revue (Helmann et Chamberlin,
1988). Les sous-régions 2.1 a 2.4 avec la sous-région 1.2 constituent le domaine o; cristallisé, constitué
de 3 hélices a (Fig. 6, A et B) (Malhotra et al., 1996). L’hélice 2 est le point de contact majeur avec le
domaine en fagot de la sous-unité * de I’apoenzyme (Campbell ef al., 2002a). Cette interaction léve une
interaction autoinhibitrice du facteur ¢ a I’état libre qui interfére avec la reconnaissance de la boite -10
(pour revue, Borukhov et Severinov, 2002). L hélice 3 comprend la région 2.3, riche en résidus aromatiques
et basiques, qui contacte I’ADN et permet I"ouverture de la double hélice (Panaghie er al., 2000 ; Young et
al., 2004 ; pour revue, Borukhov et Severinov, 2002). En particulier, les acides aminés Tyr 425, Tyr 430, Trp
433 et Trp 434 seraient impliqués dans la stabilisation de 1’ouverture de la double hélice d’ADN
(Fenton et al., 2000 ; Panaghie er al., 2000). La sous-région 2.4 serait responsable de I’interaction avec la
boite -10 des promoteurs. En effet, des fragments de o contenant cette région 2 se lient de fagon
spécifique au brin non codant de I’élément -10 du promoteur, en présence de I’ARN polymérase (Marr

et Roberts, 1997 ; Murakami et al., 2002).

La région 3 est décomposée en trois régions 3.0, 3.1 et 3.2. Le domaine structural o3 de T.
thermophilus comprend les régions 3.0 et 3.1 et est constitué de 3 hélices a. La sous-région 3.0, située
au niveau de I’hélice 1, interagit avec le dinucléotide TG des promoteurs étendus (Bamne ef al., 1997). La
région 3.1 est constituée d’un domaine hélice-tour-hélice (HTH) commune aux nombreuses protéines
de liaison a I’ADN double brin. Cette région 3.1 semble interagir non pas avec I’ADN double-brin
comme le laisserait supposer la présence de ce domaine, mais avec I’apoenzyme (Campbell et al., 2002a).
Dans les structures d’holoenzymes de T. aquaticus et T. thermophilus, la région 3.2 constitue la partie
flexible entre les domaines structuraux o3 et o4 (Murakami er al., 2002 ; Vassylyev et al., 2002, pour revue,

Paget et Helmann, 2003). Elle est située vers le centre actif de I’ARN polymérase, et occuperait le canal de
sortie de I’ARN naissant (Fig. 5D).

La région 4 contient 2 sous-régions 4.1 et 4.2 et constitue le domaine structural o4. Ce

domaine est constitué de 2 paires d’hélices, en forme de C. Les résidus hydrophobes recouvrant
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’interieur de la structure en forme de C interagissent avec le domaine flexible «f3 flap » de la sous-
unité B (pour revue, Murakami et Darst, 2003). Cette interaction conduit au positionnement correct des
régions 2.4 et 4.2 requis pour la reconnaissance simultanée des éléments -10 et -35 du promoteur
(Kuznedelov et al., 2002). La structure aux rayons X du facteur ¢* de T. aquaticus avec I’ ADN montre
que la région 4.2 a cette conformation typique HTH : elle se lie a I’élément -35 par des interactions
spécifiques avec les groupements phosphates et certaines bases au niveau du grand sillon (Campbell e
al., 2002a). La sous-région 4.2 semble aussi réaliser des contacts avec des activateurs transcriptionnels,
qui se substituent aux contacts avec I’ADN, lorsque ceux-ci se fixent en position -35, tels que le
complexe CRP-AMPc ou le régulateur de réponse PhoB (Campbell et al., 2002a).

La fixation du domaine o4 a I’ADN introduit une torsion de ’ADN de 36°, ce qui facilite les
interactions entre le domaine a-NTD de I’ARN polymérase et I’ADN amont (Fig. 5, B et D) (Campbell

et al., 2002a ; pour revue, Murakami et Darst, 2003).

1.4.2. / Les membres de la famille des facteurs o' chez E. coli

Représentant du groupe 1 chez £. coli: le facteur ¢”°

Le facteur o'° est codé par le géne rpoD. 11 est responsable de la transcription de la majorité
des geénes exprimés en phase exponentielle de croissance (pour revue, Wosten, 1998).

La disponibilité du facteur ¢ est modulée par I’anti-facteur ¢’ Rsd (Regulator of sigma D).
La production de cette protéine est induite pendant la phase stationnaire (Jishage et Ishihama, 1999). La
protéine Rsd se fixe au facteur 6”°, ce qui empéche sa fixation a I’apoenzyme (Jishage et Ishihama, 1998).

Représentant du groupe 2 chez E coli: le facteur ¥

Ce facteur est codé par le géne 7poS, et est trés similaire 2 6”°. La majorité des régulations de la
production du facteur > ont lieu au niveau post-transcriptionnel, soit au niveau de la traduction, soit
au niveau de la stabilité du facteur ¢° (pour revue, Hengge-Aronis, 2002a).

Ce facteur 6> est induit pendant la phase stationnaire et peut représenter jusqu’a 30 % de la
quantité de 6" (pour revue, Ishihama, 2000). Les holoenzymes Ec® et Ec”’, bien que pouvant conduire a
I’expression de geénes distincts, reconnaissent des séquences promoteurs trés similaires. La technique
de SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), qui permet d’extraire,
grice a leur affinité, des ligands potentiels d’une banque d’oligonucléotides composée initialement de
séquences alcatoires, a ¢té utilisée pour optimiser la séquence du promoteur in vitro. Cette méthode
montrent que les holoenzymes Ec® et Ec" reconnaissent les mémes boites -10 et -35 (Gaal et al., 2001 ;

pour revue, Hengge-Aronis, 2002b) :
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Elément UP boite -35 région boite -10 +1

-10 étendue
Ec” AAAWWTWITTT  NNNAAA -S5bp- TTGACA -12bp- TGTG N TATA A T - 49pb - N
Ec®  AWWWWWTTTTT -11 bp- TTGACA -12bp- TGTG C TATAC/AT - AT-riche - N

Les éléments importants sont indiqués en gras, et ceux qui contribuent a la sélectivité de Ec®
sont soulignés.

Une cytosine en amont de la boite -10 est plus fréquemment retrouvée dans les promoteurs
reconnus par Ec®. Elle interagirait avec la lysine 173 de la région 3.0 de 6° (pour revue, Hengge-Aronis,
2002b). En amont de la boite -35, un élément UP entier ou semi-proximal favorise la reconnaissance du
promoteur par 1’holoenzyme Ec'" alors qu’un élément UP semi-distal favorise une reconnaissance du
promoteur par I’holoenzyme Ec® (Typas et Hengge, 2005).

L’holoenzyme Ec® peut reconnaitre des boites -35 dégénérées plus efficacement que
I’holoenzyme Ec” et étre employée dans des conditions ot les interactions entre ’ARN polymérase et
le promoteur sont diminuées, telles qu’une forte concentration en sels (Gaal et al., 2001, pour revue, Hengge-
Aronis, 2002b). Cette tolérance pourrait s’expliquer par la plus forte interaction entre le domaine flexible
« B flap » de la sous-unité B et la région 4 de 6°, ce qui conduit au positionnement correct de la région

4 au niveau de la boite -35 (pour revue, Borukhov et Severinov, 2002).

Représentant du groupe 3 chez £ coli: les facteurs ¢** et o™

Le facteur o>*®

est codé par le géne rpoF (appelé aussi flid). 11 permet la transcription des
genes codant des protéines impliquées dans la mobilité des bactéries, dont les génes nécessaires a la
formation des flagelles. Son activité est régulée par la fixation d’un facteur anti-sigma FIgM sur ce
facteur o' .

Le facteur o°* est codé par le géne rpoH (Grossman et al., 1984). I1 est impliqué dans la réponse a
différents stress tels qu’un choc thermique, qui conduisent a la dénaturation de protéines
cytoplasmiques, mais aussi en réponse a une carence carbonée (Cowing er al., 1985 ; Jenkins et al., 1991). 1l
permet 'activation transitoire de la production de la majorité des protéines de choc thermique,
comprenant les protéines chaperones moléculaires comme DnaK, Dnal, GrpE, GroEL et des protéases
(pour revue, Mager et De Kruijff, 1995).

La transcription de o™ est initiée a partir de 4 promoteurs, le promoteur P3 de type o qui est

activé lors d’un choc thermique, et 3 promoteurs type 6’ : P1, P4 et P5.

Représentant du groupe 4 chez £ coli: les facteurs c**" et ¢'° (fecl)

E(24)

Le facteur o " est codé par le géne rpoFE (Raina et al., 1995 ; Rouviere et al., 1995), et appartient a

I’opéron rpoE-rseABC. Ce facteur 6" est crucial pour maintenir ’intégrité structurale de la cellule : il
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est activé a la fois par des inducteurs de stress généraux, comme un choc thermique, et par des
inductions spécifiques, comme la surexpression de porines, telle que OmpC (Ades er al., 1999). Ces
différentes inductions conduisent a I’accumulation de protéines mal repliées dans I’enveloppe
cellulaire (Ades er al., 2003). En absence de stress, le facteur oF est lié au domaine N-terminal de la
protéine RseA, avec une affinité de 300 fois supérieure a celle pour I’apoenzyme (pour revue, Ades, 2004).
Le domaine C-terminal de RseA périplasmique se lie a RseB, ce qui le stabilise et augmente I’affinité
de RseA pour o (Collinet et al., 2000). Par contre, la protéine RseC localisée au niveau de la membrane
interne se lierait a RseA, inhibant sa fonction anti-facteur 6. L’appartenance 4 un méme opéron pour
", RseA, RseB et RseC permet une régulation fine de Iactivité de o".

Lors d’un stress, I’accumulation de protéines mal repliées dans I’enveloppe conduit a la
dégradation protéolytique séquentielle du facteur anti-sigma RseA par les protéases membranaires
DegS et YeaL et a la libération du facteur o* de RseA. Le facteur c" se lie 8 ’ARN polymérase et
mitie la transcription d’une vingtaine de génes regroupant des protéases périplasmiques, des protéines
facilitant le repliement de protéines, et des enzymes impliquées dans les voies métaboliques de

biosynthése de constituants de I’enveloppe cellulaire (Dartigalongue er al., 2001 ; pour revue, Ades, 2004).

Le facteur o' ou Fecl, permet la transcription des génes fecABCDE codant les protéines
impliquées dans le transport du citrate ferrique chez E. coli (pour revue, Braun ef al., 2003). Le géne fecA
code un transporteur du citrate de la membrane externe, fecBCDE un transporteur ABC de la
membrane interne. L’activation de la transcription de ’opéron fecABCDE a lieu uniquement en
présence de citrate ferrique et lors d’une limitation en fer. Les génes de régulation de cet opéron,
fecIR, sont situés en amont et forment une unité transcriptionnelle différente. Le facteur
transcriptionnel Fur est activé en présence de fer, et réprime la transcription de fec/R. Lors de
conditions limitées en fer, la répression de la transcription de I’opéron fecIR est levée. La présence de
citrate ferrique induit ensuite la libération du facteur Fecl de la protéine FecR, qui joue un rdle de
facteur anti-sigma Fecl et un role de chaperone pour éviter sa dégradation, ce qui conduit a la

transcription de I’operon fecABCDE.

1.4.b / La famille de facteurs c>*

Le facteur o™, appelé aussi o™, est codé par le géne rpoN (Hunt et Magasanik, 1985). Il serait
exprimé de maniére constitutive, et son taux apparait constant dans différentes conditions de
croissance (pour revue, Reitzer et Schneider, 2001). Il permet la transcription d’une vingtaine de génes dont
les protéines sont impliquées dans le métabolisme de 1’azote, mais aussi dans I’utilisation de sources

de carbone, la synthese de flagelles et la virulence bactérienne. 11 se différencie des facteurs de la
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" 70 . . — . ’ . g
famille ¢ par sa séquence en acides aminés (Fig. 6) et par le mécanisme d’initiation de la

transcription. Le facteur 6”° reconnait deux régions centrées aux positions -12 et -24 par rapport au site
+1 d’initiation de la transcription, seul ou en association avec ’apoenzyme (Hunt et Magasanik, 1985 ;
Buck et Cannon, 1992). L’holoenzyme Eo™ forme un complexe inactif avec I’ADN (complexe fermé)
(Sasse-Dwight et Gralla, 1988). Elle requiert la présence d’activateurs pour catalyser la séparation des deux
brins (Buck er al., 2000). Ceux-ci se lient @ I’ADN aux sites qui sont fonctionnellement indépendants de
la distance et de I'orientation de I’ARN polymérase. Leur action peut étre facilitée par la fixation sur
I’ADN des protéines ITHF et ArgR qui modifient la courbure de I’ADN. L’activit¢ GTPase de
I"activateur permet un changement conformationnel de Ec>* et I'initiation de la transcription. Cette
activité¢ GTPase est controlée par des interactions avec des ligands de faibles poids moléculaires, ou
avec différentes protéines de régulations (Shingler, 1996). L’initiation de la transcription par le facteur
o> dépend aussi de la concentration en azote via le systéme a deux composant Ntr (Nitrogen regulated
response). Lorsque |’azote est abondant, une cascade de réactions conduit a stimuler la
déphosphorylation par la protéine détectrice NRII (ou NtrB) du régulateur de réponse NRI (appelé
aussi NtrC). NRI ne peut alors plus activer E™*. Lorsque I’azote est limitant, NRII s’autophosphoryle

et transfére son phosphate a NRI, qui va ensuite activer I’expression des genes correspondants.

I.5 / Les différentes étapes de l'initiation de la transcription

Les différentes ¢tapes correspondant au processus d’initiation de la transcription peuvent ¢tre

représentées ainsi ( pour revue, Record ef al., 1996 ; Buckle er al., 1999 ; Rojo, 2001) :

Kl k2 k3 NTP NTP
R+P <= RPcl +—= RPc2 <" RPo ? RPinit %» RPelong
k-1 k-2 k-3 Transcrits e}
abortifs

(avec R = RNA polymérase, P = Promoteur, RPc = complexe fermé (closed), RPo = complexe ouvert

(open), RPinit = complexe d’initiation et RPelong = complexe d’élongation)

Dans une premiére ¢tape, ’apoenzyme s’associe avec 1'un des 7 facteurs o d’E. coli décrits
précédemment. L’holoenzyme comprenant un facteur de la famille 6”’, reconnait alors la région
promoteur de I’ADN, par une interaction des domaines o et 63 avec, respectivement, les boites -35 et
-10 (Fig. 5, 6 et 8) et forme un complexe fermé RPc (RNA polymerase / promoter closed complex), ou

les deux brins d”’ADN sont toujours appariés (Fig. 5, B et C et 8A). Les acides aminés aromatiques des
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Figure 8 : Les différentes étapes d'initiation de la transcription chez E. coli
(d'aprés Murakanu et Darst, 2003).

La réprésentation montre une vue coupée de I'ARN polymérase, délétée d'une partie de la sous-unité .
L'ARN polymérase est indiquée en gris clair et gris foncé, son domaine flexible " flap" contactant o4
est coloré en bleu. Les quatre domaines du facteur o sont en orange.

A et B : L'ARN polymérase, sous forme holoenzyme, se fixe au niveau d'un promoteur de la double
hélice d'ADN, les brins matrices ¢t non matrices sont en vert foncé et vert clair, respectivement. Le
promoteur est contacté par les domaines 02 et 64. L'ouverture de I'ADN est réalisée par la sous-région
2.3. L'ouverture de la double hélice est associée a une torsion de 'ADN, au niveau du site d'entrée de
I'ADN, ce qui déplace ainsi la région 1.1 du facteur o.

C et D : Le brin matrice est localisé a proximité du site actif contenant I'lon magnésium catalytique
indiqué en violet. Dans le complexe RPo, I'ADN est ouvert jusqu'au site d'initiation de la transcription,
ce qui permet le début de la synthése d'ARN, représenté en rouge. Les nucléotides empruntent le canal
secondaire pour atteindre le site actit de I'ARN polymérase. La présence de la région 3.2 au niveau du
canal de sortic provoque I'arrét et I'¢jection de courts transcrits, dits avortés. Dés que les interactions
ARN naissant/ ADN sont suffisamment importantes, I'ARN naissant déplace cette région 3.2.

E : La région o4, lice a la région 3.2, est décrochée de la région flexible "B flap" de .

F : Le facteur ¢ est dissocic¢ dans la majorité des cas, au niveau du complexe d'élongation.
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sous-régions 2.3 et 2.4 contactent I’ADN au niveau de la boite -10 et initient I’ouverture de la double
hélice d’ADN pendant I’état intermédiaire (Fig. 8B). Cette ouverture est facilitée par I’appariement
plus ou moins liche de la séquence d’ADN, riche en A/T. L’ouverture de la double hélice d’ADN de
la région -11 a +2 environ, se poursuit jusqu’au site d’initiation de la transcription, grace a
I’¢tablissement de contacts entre I’ADN aval et I’apoenzyme (Young et al., 2004), ce qui conduit a la
formation du complexe RPo (RNA polymerase / promoter open complex) (Fig. 8C). L’équilibre de ou
des états intermédiaires vers le complexe RPo dépend de nombreux facteurs, tels que la température et
la concentration en ions Mg®" (pour revue, deHaseth et al., 1998). Les deux brins de la double hélice d’ADN
sont alors localisés a deux endroits différents au niveau de I’ARN polymérase (Fig. 5D et 8C). Le brin
matrice est situé a proximité du site actif de I’ARN polymérase, alors que le brin non matrice intcragit
avec les résidus aromatiques de la région 2.3 du facteur o. Cette interaction maintient I’ouverture de la
double hélice d’ADN. L’holoenzyme initie ensuite la polymérisation des premiers ribonucléotides, qui
accédent au site actif de I’ARN polymérase via le canal secondaire. Le complexe tertiaire comprenant
I’ARN polymérase, I’ADN et ’ARN naissant est appelé complexe d’initiation (RPinit) (Fig. 8D).
L’ARN polymérase synthétise de nombreux transcripts de 2 a 9 nucléotides, appelés transcrits abortifs,
avant de pouvoir quitter le promoteur (Fig. 8E). La formation de ces transcrits abortifs semble résulter
de la présence de la région 3.2 dans le canal de sortic de I’ARN naissant. Ainsi, si I'interaction
ARN/ADN/ARN polymérase n’est pas assez forte, I’ARN naissant ne peut pas déplacer la région 3.2
du canal de sortie, ce qui conduit au départ de I’ARN naissant du complexe (pour revue, Borukhov et
Severinov, 2002 ; Murakami et Darst, 2003). Par contre, dés que les interactions ARN naissant/ADN sont
suffisamment importantes, la région 3.2 est expulsée du canal de sortie de I’ARN, ce qui entraine aussi
le décrochement de la région o4 du domaine flexible «p flap» de PARN polymérase (pour revue,
Murakami et Darst, 2003). L’ARN polymérase quitte le promoteur et entre dans la phase d’élongation
(Fig. 8, E et F). Dans la majorité des cas, I’ARN polymérase se détache du facteur ¢ (Bar-Nahum et

Nudler, 2001).

L’efficacité¢ de la transition d’une étape de I'initiation a une autre est fonction de chaque
promoteur, et peut étre définie par une constante cinétique. Cependant, la premiére étape de fixation de
I’ARN polymérase a I’ADN pour former le complexe RPc est souvent réversible, tandis que les étapes
suivantes le sont moins. L’efficacité des différentes étapes est fonction de chaque promoteur.
L’efficacité globale de chaque promoteur résulte de la combinaison de chacune de ces étapes, la plus
lente devenant I’étape limitante de I’efficacité de I’initiation de la transcription pour un promoteur

donné (pour revue, Rojo, 2001).
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II / La régulation de l'initiation de la transcription

E. coli contient environ 2 000 molécules d’ARN polymérase sous forme d’apoenzyme, dont
1 300 sont impliquées dans la transcription, pour exprimer cnviron 4 000 génes (pour revue, Ishihama,
2000). L’ARN polymérase est donc en quantité limitée dans la cellule. De plus, clle synthétise autant
d’ARNm que d’ARNr et d’ARNt utilisés par la machinerie de traduction pour la production de
protéines (pour revue, Kennell, 2002). Ainsi, différents mécanismes moléculaires sont mis en jeu pour une
utilisation optimale des ARN polymérases en favorisant ou inhibant I’initiation de la transcription (pour
revue, Browning et Busby, 2004). Chaque étape de I'initiation de la transcription peut aussi étre activée ou
mhibée. En considérant chaque étape d’un point de vue thermodynamique, les activateurs ou les
répresseurs diminueront ou augmenteront, respectivement, 1’énergie d’activation nécessaire a chaque
¢tape (pour revue, Rojo, 2001).

Nous allons décrire les différents parametres permettant une régulation fine de I’initiation de la
transcription des génes, comprenant I'influence d’une courbure de I’ADN, le choix du facteur o
intervenant dans la reconnaissance des éléments -35 et -10 du promoteur, les ligands influengant la
stabilit¢ du complexe ouvert, les facteurs de transcription jouant un role dans le recrutement ou

I"inhibition de I’ARN polymérase.
II.1 / Influence d'une courbure de I'’ADN au niveau d'un promoteur

Au niveau d’un promoteur, la présence d’une courbure de ’ADN influence la formation des
complexes RPc et RPo. En effet, I’initiation de la transcription nécessite une torsion de I’ADN assez
importante qui peut étre facilitée ou défavorisée par une courbure. La formation de cette derniére
résulte soit d’une séquence particuliere de I’ADN, soit de I'interaction de ’ADN avec une protéine
régulatrice. Ainsi, I’ajout d’une région courbée en amont d’un promoteur artificiel peut modifier
jusqu’a un facteur 10 Iefficacité d’initiation de la transcription (Collis e al., 1989). Les protéines HU et
IHF, de structuration du nucléoide, s’autorégulent en modifiant la courbure au niveau du promoteur de
leurs propre génes (Jauregui et al., 2003).

La recherche bioinformatique d’éléments de courbures au niveau de différents génomes
bactériens montre que I’activation transcriptionnelle par ce mécanisme pour différents génes est un
trait commun pour les bactéries méme phylogénétiquement éloignées (Jauregui er al, 2003). Cette
recherche bioinformatique a permis de mettre en évidence des séquences courbées au niveau de
promoteurs de génes de fonctions completement différentes, a priori, tels que les geénes de transposase,
de ’ADN gyrase, de la glucose-6-phosphate isomérase et de la biosynthése des flagelles (Jauregui e al.,

2003).
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Au niveau des génes fortement exprimés tels que les ARNr et les aminoacyl-ARNt synthétases,
la courbure semble faciliter la formation du complexe ouvert. Cette courbure est centrée au niveau
d’une série d’adénines située en amont, qui correspond aussi a I’élément UP. Ainsi, I’élément UP
constitue a la fois un site d’interaction avec le domaine a—CTD de ’ARN polymérase et un ¢lément

assurant la formation d’une courbure de I’ADN.

II.2 / Influence des éléments en frans du promoteur

11.2.a / Choix du facteur sigma

La quantité des sept facteurs o est supéricure par rapport a la quantité¢ d’ARN polymérase libre
(1 200 facteurs ¢ pour 600 a 700 molécules d’apoenzymes libres par bactérie) (pour revue, Ishihama,
2000). Le taux des différentes formes d’holoenzymes dépend de la concentration intracellulaire en
facteur o et de son affinité pour I’ARN polymérase sous sa forme apoenzyme. Différents parametres
modifient I’affinité des facteurs o pour I’apoenzyme. Par exemple, Jishage et al. (2002) ont montré
que la compétition pour I’apoenzyme entre les différents facteurs o est régulée par le nucléotide
ppGpp que nous allons décrire plus en détails dans la partie suivante (Jishage ef al., 2002). Le ppGpp
favorise alors la fixation des facteurs o° et 6°> au détriment de ¢”". A ce modéle se rajoute d’autres

régulations via les anti-facteurs sigma.
11.2.b / Influence des nucléotides au niveau du complexe ouvert

Lorsque les promoteurs possedent une séquence riche en GC entre la boite -10 et le site
d’initiation de la transcription, région appelée discriminateur, tel que les promoteurs des ARNr, les
complexes RPo présentent une faible stabilité. La stabilité des complexes RPo peut étre influencée par
le taux de deux types de nucléotides, le nucléotide initiateur et le ppGpp. Ces molécules de petite taille
permettent une réponse rapide et efficace aux variations de I’environnement (Gaal et al., 1997 ; pour revue,

Browning et Busby, 2004).

Le premier nucléotide utilisé pour la synthése de I’ARN, correspondant au nucléotide +1,
appelé nucléotide initiateur (iINTP), entraine une stabilisation du complexe ouvert. Ainsi, il a pu étre
montré in vitro et in vivo, que I’augmentation de la concentration de iINTP augmente I’efficacité
d’initiation de la transcription au niveau des promoteurs r7nB avec I’ATP, et rrnD avec le GTP (Gaal er
al., 1997 , Schneider et al., 2002). In vivo, la variation du pool de nucléotides initiateurs a préalablement été

corrélée avec la vitesse de croissance jusqu’a ce que la méthode de mesure du pool de nucléotide
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initiateur soit remise en question (Petersen et Moller, 2000 , Schneider et Gourse, 2004). Ainsi, la variation de
la concentrations de INTP ne permettrait pas une variation de I’expression des opérons ribosomiques
en fonction du taux de croissance. Par contre, I’augmentation de la concentration de iINTP ne serait
effective qu’au début de la phase de croissance exponentielle et permettrait une activation de

I’expression des ARNr et ARNt (Murray et al., 2003).

La déstabilisation du complexe ouvert est entrainé par le (p)ppGpp, synthétisé entre autre lors
d’une carence en acides aminés (pour revue, Cashel et al., 1996). Différents changements physiologiques,
appelés réponse stringente, sont alors mis en place afin de répondre a la demande de biosynthése des
protéines, malgré un déficit du pool d’acides aminés, tels qu’une diminution de la synthése de la
majorité des protéines et d’ARN et une augmentation de la production de protéines essentielles a la
survie cellulaire comme c° (pour revue, Cashel er al., 1996). Ces variations résultent de ’accumulation de
dérivés de GTP ou GDP, portant un groupe pyrophosphate sur le ribose, en 3’ hydroxyle, formant ainsi
le pppGpp et ppGpp, nucléotides appelés collectivement ppGpp (pour revue, Condon et al., 1995).

Le taux de base de ppGpp varie inversement avec le taux de croissance (pour revue, Gralla, 2005).
[l est synthétisé principalement par la protéine RelA, de 84 kDa, associée au ribosome. Son activité est
stimulée par I’arrét d’un ribosome en cours d’¢longation, due a la présence au site A du ribosome d’un
ARNt ne portant pas d’acides aminés (voir partie C) (Hogg et al., 2004). Il est aussi synthétisé par
I'enzyme cytosolique bifonctionnelle SpoT de 79 kDa. En effet, SpoT posséde une faible activité
synthase mais majoritairement une activit¢ hydrolase du ppGpp (Mechold et al, 2002). Ainsi,
I’augmentation de la concentration en ppGpp résulterait de la diminution de I’activité hydrolase, lors
d’une carence carbonée brusque (pour revue, Condon et al., 1995), ou d’une augmentation de 'activité
synthase, lors d’une carence en phosphate inorganique ou en phospholipides (Spira et Yagil, 1998). La
concentration en ppGpp augmente aussi lorsque la fructose-1.6-bisphosphate aldolase est inactivée
(Schneider et Gourse, 2003), ou lors de I'inhibition de ’entrée du glucose par I’a-methyl-glucoside (Cashel
et al., 1996 ; Murray er al., 2003). Cette augmentation pourrait étre due a I’interaction possible entre la
protéine EITA®" déphosphorylée et la protéine RelA (Sondej et al., 1999).

La molécule de ppGpp diminue I’efficacité d’initiation de la transcription en se liant au niveau
d’un site adjacent au site catalytique de I’ARN polymérase (Artsimovitch ez al., 2004). Ceci conduit a la
diminution de stabilité¢ des complexes ouverts, et donc a I'inhibition de la transcription lorsque celle-ci
est limitée au niveau de I’étape de la formation des complexes ouverts. Ainsi, les génes codant les
produits nécessaires pour la traduction possédent un discriminateur riche en GC, tels que les ARN, et

voient leur expression diminuer en présence de ppGpp.
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11.2.c / Influence des facteurs de transcription

Le role des facteurs de transcription est de coupler I'expression des geénes en fonction des
conditions de I’environnement (pour revue, Browning et Busby, 2004). Leur activité¢ est régulée via la
fixation de ligands ou une modification covalente telle qu’une phosphorylation pour les régulateur de
réponse des systémes a deux composants, soit par une variation de leur concentration, obtenue par un
controle de leur expression ou de leur dégradation.

E. coli posséde environ 300 génes qui codant des facteurs de transcription prédits ou connus,
sur les 4405 ORFs identifiées (pour revue, Martinez-Antonio et Collado-Vides, 2003). Ces facteurs de
transcription possédent différents niveaux de contréle. En effet, sur les 150 facteurs de transcription
dont Iactivité a été confirmée expérimentalement, environ 60 facteurs contrélent I’expression d’un
seul promoteur tandis que 7 facteurs modulent I’expression de 51% des génes (pour revues, Martinez-
Antonio et Collado-Vides, 2003, Browning et Busby, 2004 ). Ces 7 facteurs, comprenant les facteurs CRP, IHF,
FNR, FIS, ArcA, Lrp et HNS, sont appelés des régulateurs globaux, puisque leur inactivation entraine
des phénotypes pléiotropes, et régulent des opérons appartenant a différentes voies métaboliques. La
protéine CRP s’associe a I’AMPc, dont la concentration dépend de I’état énergétique de la cellule,
pour réguler ’expression des génes. Les protéines FNR et ArcA sont liées a la production d’énergie,
en fonction de I’état redox de la cellule. Le facteur Lrp ajuste le métabolisme général en fonction de la
concentration en L-leucine cellulaire. Les facteurs FIS, IHF et HNS sont des protéines de liaison a
I’ADN et modulent sa topologie en fonction de 1’état énergétique de la cellule (pour revue, Martinez-

Antonio et Collado-Vides, 2003).

Un facteur de transcription bactérien peut avoir soit un role d’activateur, soit de répresseur, soit
exercer les deux fonctions, suivant le promoteur régulé. L’activité du facteur de transcription dépend
de la localisation du site de fixation sur la région du promoteur. Lors d’une activation, le facteur de
transcription contacte I’holoenzyme seule ou au niveau de la région promotrice. Trois mécanismes
généraux d’activation sont possibles (Fig. 9). Dans le mécanisme d’activation de classe I, les
activateurs se lient en amont du promoteur, a une position centrée au niveau des positions -61, -71, -81
ou -91 par rapport au site +1 d’initiation de la transcription (Fig. 9A). Ils interagissent avec un
domaine a-CTD de I’ARN polymérase, ce qui permet de recruter ’ARN polymérase au niveau du
promoteur (pour revue, Busby et Ebright, 1994). La variation de la position du site de fixation du facteur de
transcription est liée a la flexibilité de la région reliant les domaines o-CTD aux domaines a-NTD.
Dans le mécanisme d’activation de classe 11, le facteur de transcription se lie au niveau de la boite -35
du promoteur, et interagit directement avec I’ARN polymérase, en général, le domaine 4 du facteur
o, quelques fois, le domaine a-CTD (Fig. 9B) (pour revues, Rhodius et Busby, 1998 ; Dove et al., 2003). Dans

le dernier mécanisme d’activation, le facteur de transcription module la conformation de I’ADN afin
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A : Mccanisme d'activation de classe [

boite -35 boite -10

1 sl i Himme——

boite -35 boite -10

C : Mécanisme d'activation par modification de la conformation de I'ADN

boite -35 boite -10

Figure 9 : Mécanisme d'activation de la transcription par un seul facteur de transcription
(d'aprés Browning et Busby, 2004).

A : L'activateur de transcription de classe [ recrute I'ARN polymérase en interagissant avee un domaine
0-CTD. Il est fixé a I'ADN au niveau des sites centrées aux positions -61, -71, -81 ou -91 par rapport
au site d'initiation de la transcription.

B : L'activateur de transcription de classe 1, localisé au niveau de la boite -35 de 'ADN, interagit avec
la région 4 du facteur ¢, en général.

C : La fixation de l'activateur a proximit¢ ou au niveau du promoteur, modific la conformation de
I'ADN, ce qui repositionne correctement les boites -35 et -10 l'une par rapport a l'autre, et facilite
I'interaction avec I'ARN polymcrase.

Les mémes représentations de I'holoenzyme et de I'ADN que la figure 5C sont utilisées ici.

L'activateur transcriptionnel est représenté par deux ronds rouges.
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A : Mécanisme de répression par empéchement stérique

boite -35 boite -10

B : Mécanisme de répression par limitation de l'acces du promoteur

boite -35

boite -10

C : Mécanisme de répression par modification de la conformation de I'ADN

boite -35 boite -10

Figure 10 : Mécanisme de répression de la transcription par un seul facteur de transcription
(d'aprés Browning ¢t Busby, 2004).

A : Le répresseur est fixé au niveau du promoteur, ce qui inhibe la fixation de 'ARN polymérase.

B : Le répresseur se lic a des sites distaux du promoteur, et forment une boucle, ce qui limite I'acces de
I'ARN polymérase au promoteur.

C : Le répresscur inhibe I'effet d'un activateur de la transcription.

Les mémes représentations pour I'holoenzyme et I'ADN que la figure 5C sont utilisces ici. L'activateur
transcriptionnel est représenté par deux ronds rouges, alors que le répresseur transcriptionnels est
indiqué par deux ronds gris.
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de faciliter le recrutement de I’ARN polymérase (pour revue, Browning et Busby, 2004). Par exemple, les
promoteurs activés par les facteurs de type MerR possédent des boites -35 et -10 s¢parés par une
région interboite dont la longueur n’est pas optimale. La fixation de I'activateur en présence de
mercure modifie la conformation de I’ADN, ce qui permet un positionnement correct des boites -10 et

-35, et donc le recrutement de I’ARN polymérase (Fig. 9C) (pour revue, Brown et al., 2003).

Les facteurs de transcription inhibent la transcription soit de maniére stérique, en se fixant
directement au niveau du promoteur, ce qui inhibe le recrutement de I’ARN polymérase, soit en
limitant accessibilité du promoteur par la formation d’une boucle au niveau de I’ADN, soit en

inhibant I'activation d’un autre facteur de transcription (Fig. 10).

11.2.d / Intégration du signal

L’activité de la plupart des promoteurs bactériens dépend de plusieurs signaux. Ainsi,
différents facteurs de transcription répondant a différents signaux de I’environnement, modulent
I"utilisation des promoteurs, ce qui permet d’obtenir une régulation fine de I'expression des geénes.
L’intégration des signaux est réalisée par la combinaison d’activateurs ct de répresseurs, qui agissent
indépendamment ou interagissent directement entre eux.

Quatre types d’intégration conduisant a une activation ont pu étre différenciés (Fig. 11) (pour
revue, Browning et Busby, 2004). Dans un premier cas, deux activateurs peuvent entrer en contacts avec
I’ARN polymérase indépendamment ou de fagon coopératifs, ce qui améliore 'affinité de I’ARN
polymérase pour le promoteur (Fig. 11, A, B et C). Ainsi, dans le cas du promoteur proP P2 d’E. coli,
I’activation de la transcription est réalisée de fagon indépendante, par un mécanisme de classe I et de
classe II, par la protéine Fis et le complexe CRP/AMPc situés en position -121 et -41, respectivement
(Fig. 11A) (McLeod er al., 2002). Les activateurs peuvent interagir avec I’ARN polymérase par deux
mécanismes de classe I, comme dans le cas du promoteur promoteur acsP2 activé par un tandem
complexe CRP/AMPc (Tebbutt er al., 2002). Dans un deuxiéme cas, les activateurs peuvent agir en
succession, la présence d’un second activateur permet le repositionnement correct du premier
activateur fixé a ’ADN, afin que ce dernier puisse recruter I’ARN polymérase (Fig. 11B). Dans le cas
du promoteur malK, le complexe CRP/AMPc repositionne 1’activateur MalT (Richet er al., 1991). Enfin,
un second activateur peut inhiber 1’action répresseur d’une protéine du nucléoide sur un premier
activateur (Fig. 11D). Les promoteurs des génes nir et nrf d’E. coli sont activés par le facteur de
transcription FNR par un mécanisme de classe I1. La fixation des protéines du nucléoide IHF ou Fis
supprime cette activation. L’inhibition apparente ainsi engendrée est levée par la présence des facteurs
transcriptionnels NarL et NarP, régulateurs de réponse des systémes a deux composants qui répondent

a la concentration en nitrites et en nitrates.
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A : Mccanisme d'activation par des activateurs de facon indépendente
activateurs de classe l/classe 11

boite -35 boite -10

activareurs de classe l/classe |

activateur I1 activateur |

C : Mcécanisme d'activation par liaison coopérative

Figure 11 : Régulation de la transcription par plusieurs facteurs transcriptionnels
(d'apres Browning et Busby. 2004).

A : Deux activateurs peuvent agir de fagon indépendante, soit par un mécanisme de classe [ et de classe
11, soit par deux mécanismes de classe I.

B : L'activateur Il repositionne correctement l'activateur I, qui peut alors activer I'initiation de la
transcription.

C : Les deux activateurs agissent en synergic.

D : Un des deux activateurs de l'initiation de la transcription inhibe I'effet d'un répresseur.

Les mémes représentations pour I'holoenzyme ¢t 'ADN de la figure SC sont utilisées ici. Les
activateurs transcriptionnels sont représentés par deux ronds rouges ou oranges, alors que le répresseur
transcriptionnel est indiqué par deux ronds gris.



Introduction

III / Mécanisme d'élongation et de terminaison de la transcription

Lorsque la taille de I’ARN naissant dépasse 11 a 13 nucléotides, I’ARN polymérase se sépare
de la région promotrice et entre en phase d’élongation. Cette phase est caractérisée par la formation
d’un complexe de la transcription ternaire stable avec I’ADN et ’ARN et I’ARN polymérase jusqu’a
la terminaison. Ceci permet la transcription d’opérons entiers, dont la taille peut atteindre 20 000 bp
chez E. coli (pour revue, Richardson et Greenblatt, 1996). La modélisation du complexe d’élongation montre
que I’ADN est ouvert sur 12 a 14 nucléotides, formant ainsi la bulle de transcription (Fig. 12) (pour
revue, Darst, 2001 ; von Hippel et Pasman, 2002). Trois sites de laison de I’ARN polymérase aux acides
nucléiques assurent la stabilité de ce complexe d’élongation : un premier site contacte I’ADN amont
sur environ 9 paires de bases, un deuxi¢me site contacte I'hybride ARN/ADN d’environ 8 bp, et le
troisieme site se lic a I’ARN lorsqu’il est séparé de I’ ADN (pour revue, Nudler et Gottesman, 2002).

Chaque nouveau nucléotide s’apparie avec le nucléotide du brin matrice, puis est lié au niveau
de I'extrémité 3” de I’ARN naissant, situé en position -1 par rapport au nouveau nucléotide (+1) (pour
revue, Nudler, 1999). Cette réaction est accompagnée du départ du groupement pyrophosphate. Ainsi, la
réaction réversible d’¢longation est :

ARN + NTP<=> ARN-MNP + PPi
Deux mécanismes de déplacement de I’ARN polymérase sont proposés. L’ARN polymérase se
déplace soit pour chaque nucléotide ajouté, soit par une succession de sauts jusqu’au site de

terminaison.

L’arrét de I’élongation est un facteur essentiel pour permettre une régulation correcte de
I’expression des génes. Chez E. coli, deux mécanismes de terminaison de la transcription ont été
identifiés, dits rho-indépendant ou rho-dépendant, réalisant a part égale la terminaison dans la cellule
(pour revue, Richardson et Greenblatt, 1996). Dans le mécanisme de terminaison rho-indépendante ou
terminaison intrinséque, la séquence de ’ADN suffit pour décrocher I’ARN polymérase. Cette
séquence conduit a la synthése d’un ARN formant une structure tige-boucle stable contenant environ
20 paires de bases riches en G-C, suivie par une séquence d’envivon 8 nucléotides, riche en U, simple
brin (Fig. 13) (d'Aubenton Carafa et al., 1990 ; pour revue, Richardson, 2002). La formation de I’hybride rU-dA
correspond a I’hybride ayant une stabilité thermodynamique la moins stable, et entraine une pause de
I’ARN polymérase (pour revue, Nudler et Gottesman, 2002). Cette pause facilite la formation de la structure
tige-boucle de I’ARN, en amont, a proximité de I’hybride ADN/ARN, ce qui conduit a une
déstabilisation du complexe d’¢longation. La déstabilisation des interactions au sein de I'hybride
ADN/ARN et entre I’ARN naissant et ’ARN polymérase, mais aussi le réappariement des deux brins

d’ADN, conduisent au décrochage de I’ARN naissant (Ryder et Roberts, 2003). La terminaison intrinséque
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Figure 12 : Etape d'élongation de la transcription (d'aprés Darst. 2001).

A : Représentation schématique du complexe d'élongation. Les brins d’ADN matrice et non matrice
sont indiqués sous forme de traits rouge et jaune, respectivement. L'ARN naissant est indiqué en
orange, le nouveau nucléotide entrant en vert. Les triangles noirs symbolisent le controle de la longueur
de la bulle de transcription, et celle de I'hybride ADN-ARN par I'ARN polymérase.

B : Modcle du complexe d'¢longation. Ce complexe comprend la structure de I'apoenzyme de Thermus
aquaticus, constitué¢ des sous-unités B (cyan), B' (rose), o (blanc) et ® (blanc). Les acides nucléiques
ont le méme code couleur qu'en A. L'ARN naissant quitte I'ARN polymérase a proximité du domaine
flexible "B flap" de B. et serait séparé de I'ADN par le gouvernail ("rudder").
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Figure 13 : Mécanisme de terminaison intrinséque (pour revue, Nudler et Gottesman, 2002).

A La terminaison débute par une pause induite par la séquence de U.

B : La pause favorise la formation de la structure tige-boucle située en amont de la séquence de U, et
diminue les interactions a la fois au niveau de I'hybride ARN/ADN ct au niveau de I'ARN naissant
simple brin avec I'ARN polymérase, ce qui facilite le décrochage de I'ARN naissant.

C : La terminaison intrinséque est favorisée par la protéine NusA. Cette protéine semble affaiblir les
interactions de I'ARN avec les sites de faible affinité et stabiliser la pause nécessaire a la formation de
la structure tige-boucle.
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est aussi régulée par des facteurs additionnels. Par exemple, la protéine NusA stimule la terminaison

en favorisant la formation de la structure tige-boucle de I’ARN (pour revue, Nudler et Gottesman, 2002).

La dissociation de I’ARN naissant de ’ARN polymérase peut étre réalisée par I'intermédiaire
de I'hélicase Rho, au niveau de terminateurs dits Rho-dépendants (pour revue, Richardson, 2002). Ce
facteur Rho provoque la terminaison a la fin de la transcription de génes cibles ou au niveau des
atténuateurs situés en amont des régions codantes et a P’intéricur d’un transcrit si celui-ci n’est pas
normalement traduit (pour revue, Richardson, 2003). Le facteur Rho est un hexamére de six sous-unités
identiques (Fig. 14). 11 fixe ’ARN au niveau de deux types de sites de liaison, appelés sites primaires
et secondaires, puis consomme I’ATP pour se déplacer le long du transcrit a la poursuite de ’ARN
polymérase, et désapparier le transcrit de ’ADN et de I’ARN polymérase. Les sites primaires sont
localisés au niveau des domaines N-terminaux des monomeres (Fig. 14, B et C). Ils se lient avec une
forte affinité, avec I’ARN ou I’ADN simple brin au niveau des séquences rut (Rho utilization), riches
en pyrimidine, via une interaction par groupe de dinucléotide. L’ARN s’enroule sur 70 a 80 bases a la
périphérie de I'anneau autour des sites primaires (Fig. 14C) (Skordalakes et Berger, 2003). Les sites
secondaires, de plus faible affinité, sont situés au niveau du trou central de I’hexamére (Fig. 14B). La
fixation d’acides nucléiques au niveau des sites primaires entraine un réarrangement conformationnel
du facteur Rho. Ce réarrangement favorise I’accessibilité des sites de liaisons aux nucléotides pour
I"activité ATPase, qui est d’autant plus importante lorsqu’il s’agit d’ARN fix¢é sur les sites primaires
au lieu d’ADN (Jeong et al., 2004b). Un autre changement conformationnel se produit aprés la fixation
d’ATP, ce qui permet la fixation de ’ARN au niveau des sites secondaires (Jeong et al., 2004b), puis la
fermeture de I'anneau et la formation du site catalytique ATPase (Fig. 14C) (pour revue, Kaplan et
O'Donnell, 2003). Deux modeles ont été proposés pour décrire ces réactions (pour revue, Nudler et Gottesman,
2002). Dans le premier, la séquence rut reste fixée aux sites primaires du facteur Rho pendant le
déplacement du facteur Rho le long du transcrit, tandis que dans le deuxiéme cas, le facteur Rho est
détache de la séquence rut. La dissociation du complexe d’élongation est réalisée au niveau des pauses
de I’ARN polymérase. Ainsi, les différents sites de terminaison Rho-dependant s’étendent sur environ
100 paires de bases en aval du site rut, au niveau de séries de cinq a huit nucléotides espacés de 20 a

30 nucléotides.

La fixation du facteur Rho au transcrit est inhibée par la traduction : les ribosomes limitent
I’accessibilité des séquences rut par inhibition stérique (pour revue, Nudler et Gottesman, 2002). Ceci
explique le principe de polarité, dans lequel une mutation non-sens dans un géne diminue la
transcription des geénes situés en aval, appartenant au méme opéron. Dans le cas des ARNr et ARNt
non traduits, la fixation du facteur Rho est limitée par la structuration des ARN, mais aussi par des

facteurs dits d’antiterminaison. D’autres facteurs facilitent la fixation de Rho a I’ARN, tel que le
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Figure 14 : Structure et mécanisme d'action du facteur Rho
(d'aprés Skordalakes er al., 2003 : Kaplan et O'donnell, 2003).

A : Représentation schématique du facteur Rho dans les conformations ouvertes et fermées,

respectivement. Les six monomeres sont indiqués par différentes couleurs.

B : Représentation de la surface moléculaire du facteur Rho. Les acides nucléiques. interagissant avec
les sites primaires indiqués en bleu, sont représentés par des batons jaunes . Les sites secondaires sont

colorés en violet.

C : Mécanisme d'action du facteur Rho. Les domaines N-terminaux et C-terminaux du facteur Rho sont
schématiscs en vert et rouge, respectivement. L'ARN polymérase est représentée par un disque bleu, les
brins matrices et non matrices de 'ADN et 'ARN sont symbolisés par un trait rouge, jaune ct orange,

respectivement.
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facteur NusG, qui contacte a la fois I’ARN polymérase et le facteur Rho (pour revue, Nudler et Gottesman,
2002). Récemment, la terminaison Rho-dépendante a été associée aux répétitions palindromiques de
type BIME (Bacterial Interspersed Mosaic Elements) (Espeli er al, 2001). Chez les bactéries, les
répétitions palindromiques sont constituées soit d’une simple répétition, comme pour les ¢léments
RSA (repeat sequence) et ERIC (Enterobacterial Repetitive Extragenic Consensus), soit de plusieurs
répétitions 1dentiques, comme pour les répétitions de 29-bp « iap », ou différentes, comme pour les
éléments boxC et BIMES (pour revue, Bachellier ef al,, 1999). Les BIMEs comprennent les palindromes
imparfaits de 40 nucléotides Y, Z' et Z? (Fig. 15A). Les palindromes de type Y différent des
palindromes Z' et Z* par la présence de résidus G et C ou T et A en position 7 et 32, les palindromes
Z? sont plus grands que les Z'. Une orientation a été établie pour les palindromes Y, Z' et 7%, ce qui
permet de définir alors une « téte » et une « queue ». Les BIMEs sont constituées de un a six binémes
de palindromes orientés « téte a téte », avec les éléments suivants : L, site de fixation de la protéine
IHF, ou S sont localisés entre deux «tétesy, I, s et r au niveaux des «queues». Les éléments A et B
peuvent étre associés aux €¢léments «queue» de chaque extrémité d’un BIME. Suivant les différents
palindromes présents dans les BIMEs, deux familles ont pu étre définies : les familles de type BIME-1
contiennent les palindromes Y et Z' séparés de I’élément L, avec le motif A a proximité de Z' et B de
Y (Fig. 15C). Les familles de type BIME-2 comprend les palindromes Y et Z°, entourant I’élément S,
les ¢léments 1, s ou r sont localisés au niveau des « queues ». Différents mécanismes permettent
d’expliquer la terminaison au niveau de ces séquences BIME. Ils peuvent constituer des sites rut,
bloquer la progression de I’ARN polymérase, ce qui permet au facteur Rho de rejoindre I'ARN
polymérase. Enfin, la présence d’une pause pourrait permettre I’acces du facteur Rho a un site rut non

identifié (Espeli ez al., 2001).
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Figure 15 : Structure schématique des BIMES
(d'apres Bachellier ef al.. 1999 et www.pasteur.fr/recherche/unites/pmtg/repet/intro. BIME html).

A : S¢équences et représentation schématique des palindromes retrouvés dans les BIMEs.

B : Séquences des éléments autres que les palindromes retrouvés dans les BIMEs. La séquence
indiquce en rouge dans I'élément L est le site de fixation de la protéine [HF.

C : Representation schématique des deux grandes familles de BIMEs retrouvées chez les bactéries. La
famille de tvpe BIME-1 contient les palindromes Z! et Y entourant I'élément L, les éléments A et B
sont a l'extrémité des palindromes Z! et Y, respectivement. La famille de type BIME-2 est constituée de
deux a douze palindromes inversés, ol les palindromes Y et Z2, entourent I'élément S, tandis que les
¢léments 1. s et r sont a proximité des queues des palindromes.
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Partie C / L'initiation de la traduction chez E. coli

L’ARNm synthétisé au cours de la transcription est traduit ce qui permet la synthése de la
protéine correspondante. Nous allons décrire dans cette partie, les mécanismes d’initiation de la
traduction et leur régulation. Dans la prochaine partie, nous étudierons la maturation et dégradation
des ARNm et les régulations des activités de dégradation.

Chez les procaryotes, la traduction, réalisée par les ribosomes 708, débute dés que les sites de
fixation des ribosomes sur I’ARNm naissant sont synthétisés. La traduction, comme la transcription,
peut se diviser en 3 étapes distinctes : I'initiation, 1’élongation et la terminaison, pouvant chacune étre
le si¢ge de contrdles régulant I’expression génique. Nous limiterons notre étude aux mécanismes de
I'initiation de la traduction. Cette étape, généralement limitante, est le si¢ge des principaux controles
de la traduction (pour revue, Draper, 1996). Elle conduit a la formation d’un complexe, comprenant le
ribosome, I’ARNm servant de matrice a la traduction, I’ARNt initiateur formyl-méthionine (ARNt-
fMet), et trois protéines auxilliaires appelées facteurs d’initiation (IF1, IF2 et IF3). Le ribosome
contient trois sites de fixation des ARNt : les sites A (aminoacyl), P (peptidyl) et E (exit) (Fig. 16).
L’ARNt-fMet se fixe au niveau du site P via les interactions codon +1/anticodon avec le codon
initiateur AUG. L’ARNt suivant, reconnu via les interactions codon +2/anticodon, est apporté par le
facteur EF-Tu au niveau du site A. La formation de la premiére liaison peptidique entre les acides
aminés portés par les deux premiers ARNt permet au ribosome d’entrer en phase d’¢longation (Fig.
16).

I / Mécanisme d'initiation de la traduction

Le ribosome 70S résulte de 1’assemblage de deux sous-unités, 30S et 50S, composées chacunes
de protéines ribosomales et d’ARN ribosomiques, ARNr 16S pour la petite sous-unité, ARNr 23S et
5S pour la grande sous-unité. L’initiation de la traduction est principalement réalisée via le
recrutement de la sous-unité 30S au niveau de la région 5’ non traduite de I’ARNm, puis de la sous-
unité 50S pour former le ribosome. La région de I’ARNm protégée par le ribosome, s’étendant des
positions —35 a +20, est appelée TIR (Translation Initiation Region). En amont du codon initiateur,
elle contient une séquence riche en purine, la séquence Shine-Dalgarno (SD) appelée aussi RBS
(Ribosome Binding Site). Cette séquence SD s’associe au niveau de 'extrémité 3’ terminale de
I’ARNTr 16S de la sous-unité 30S, séquence appelée anti-Shine-Dalgamo (aSD). Cette interaction a été
démontrée entre autre par des expériences de mutagenése, soulignant les roles joués a la fois par

I’ARNm et ’ARNr (Jacob et al., 1987 , Brink et al., 1995). Cependant, les ribosomes sont aussi capables
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Figure 17 : Les différents mécanismes de formation du complexe pré-ternaire
(d'apres Moll er al., 2004).

A et B : Initiation de la traduction des ARNm canoniques. Le recrutement de la sous-unit¢ 30S est
réalis¢ via des interactions entre les séquences SD et aSD. L'ARNt initiateur (ARNU) interagit avec le
codon initiateur avant ou apres la fixation de la sous-unité 30S.

C et D : initiation de la traduction des ARNm sans s¢quence 5' non traduite (ARNml pour "ARNm
lcaderless"). La sous-unité 30S, dépourvue du facteur IF3, ou le ribosome 70S, se lie au niveau du
codon d'initiation de 'ARNm. L'association avec I'ARNm est réalisée uniquement via les interactions
codon-anticodon avec I'ARNTUi.

La sous-unit¢ 308 est indiquée par un disque bleu, la sous-unité 50S par un disque orange. les facteurs
d'initiation de la traduction IF2 et [F3 par un disque rouge et une ¢toile verte respectivement. Le facteur
[FI est absent de cette figure. Dans chacune des voies d'initiation de la traduction, le facteur [F2 et
I'ARNti peuvent se lier indépendemment a la sous-unité 30S, et au ribosome 70S, ou former le
complexe ternaire [F2-GTP-ARNU avant la fixation au ribosome.
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d’initier la traduction d’ARNm sans séquence SD canonique, tel que ’ARNm rpsA codant la protéine
S1 (Boni et al,, 2001) ou les ARNm issus de chloroplastes (Fargo et al., 1999), ou possédant peu ou pas de
nucléotides situés en amont du codon initiateur (pour revue, Moll er al., 2002). Nous détaillerons ici les
différents mécanismes d’initiation de la traduction pour les ARNm comportant une séquence SD

canonique, et ceux avec peu ou pas de nucléotides en amont du codon initiateur.

I.1 / Initiation de la traduction des ARNm portant une séquence SD

En plus de la particule ribosomique 30S, PARNm et I’ARNt-fMet, interviennent les trois
facteurs d’initiation de la traduction IF1, IF2 et IF3 (pour revue, Kozak, 1999). Les facteurs IF1 et 1F3
maintiennent une portion de particule ribosomique 308 libre : IF1 favorise la dissociation du ribosome
70S alors que 1F3 se lie a la sous-unité 30S et permet la dissociation des éléments restants du cycle de
traduction précédent, c’est-a-dire I’ARNt non chargé situé au niveau du site P et ’ARNm (Karimi e al.,
1999 ; pour revue, Kozak, 1999). Le facteur IF2 reconnait spécifiquement I’ARNt-fMet au niveau de son
bras accepteur (Guenneugues er al., 2000), et 'apporte au site P de la particule ribosomique 308,
contrairement au facteur d’élongation Tu (EF-Tu), qui apporte les ARNt chargés seulement au niveau
du site A du ribosome entier. Le facteur IF1 stimule I’action des facteurs IF2 et IF3 en se liant au site
A de la sous-unité 30S (pour revue, Ganoza et al., 2002). Il modulerait 1’association des sous-unités et la
fidélité des interactions de I’ARNt lors du changement conformationnel du complexe pré-ternaire.

Deux mécanismes d’initiation de la traduction ont été proposés pour les ARNm portant une
séquence SD (pour revue, Ganoza er al., 2002). Dans le premier cas (Fig. 17A), la particule ribosomique
308 se fixerait de fagon aléatoire 8 ’ARNm et plus fortement au niveau d’un site d’initiation de la
traduction via les interactions SD/aSD, puis a I’ARNt initiateur (de Smit et van Duin, 2003). Dans le
deuxi¢me cas (Fig. 17B), ’ARNt initiateur est déja fixé a la sous-unité 30S avant I’interaction avec
’ARNm (Wu er al.,, 1996). La présence de I’ARNt-fMet stabilise ensuite la forme GTP-IF2 liée a la
sous-unité¢ 30S. Cette forme GTP-IF2 accélére le recrutement de la particule ribosomique 50S,
aboutissant au complexe 70S (Antoun er al., 2003). La fixation de la sous-unité 50S est un processus
irréversible, qui s’accompagne de la dissociation successive des facteurs d’initiation IF1 et IF3 (Fig.
16). Cec1 permet ensuite la liaison rapide de I’ARNt-aminoacylé au site A, apporté par une molécule
EF-Tu en présence d’'une molécule de GTP. L hydrolyse du GTP lié au facteur 1F2 favorise le départ
du facteur IF2 du ribosome et permet la formation de la premiére liaison peptidique (Antoun ez al., 2003).

Le complexe pré-ternaire d’initiation de la traduction, composé d’ARNm, de I’ARN initiateur
et de la sous-unité 30S réalise un changement conformationnel permettant I'interaction du codon
d’initiation avec I’anticodon de I’ARNt-fMet, ce qui aboutit a la formation d’un complexe ternaire

stable (pour revue, Gualerzi et Pon, 1990 ; Schlax et Worhunsky, 2003). Ceci se traduit par la variation des
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Figure 18 : Modé¢le cinétique décrivant l'initiation de la traduction et les différentes régulations
possibles (d'apres Draper, 1996, Schlax et Worhunsky, 2003, de Smit et van Duin, 2003).

La régulation de l'initiation est réalisée a différents niveaux : l'accessibilité de la région TIR au niveau
d'ARN fortement structurés dépend de la température mais aussi de la cinétique de repliement : elle est
caractérisée par les constantes cinétiques kg et k_g. L'accessibilité de la région TIR peut aussi dépendre
d'une protéine ou d'un petit ARN : la fixation de protéine ou d'ARN a I'ARNm est fonction de la
constante cinétique Kyy.

L'ARNt se fixerait avant ou apres I'étape d'isomérisation. Cependant, I'inhibition de la régulation au
niveau du complexe pré-ternaire est réalisée apres la fixation de I'ARNt-fMet. avant ['¢tape
d'isomérisation.

La sous-unité ribosomale 30S est représentée par un ovale bleu, la molécule se fixant & I'ARN nu pour
inhiber sa traduction en rose, la protéine inhibant la formation du complexe ternaire en jaune.
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protections de I’ARNm vis-a-vis de Iattaque des radicaux hydroxyles s’étendant des positions -35 a
+5 pendant la liaison de la sous-unité 30S, puis évoluant des positions -35(+/-2) 4 +19 lorsque le
complexe ternaire est formé, puis des positions -9(+/-2) a +19 lorsque le ribosome est formé
(Huttenhofer et Noller, 1994). Cette protection est similaire a celle observée au niveau de la structure
¢tablie par diffraction aux rayons X du cristal du complexe obtenu entre le ribosome de Thermus

thermophilus et I’ ARNm, ot I’ARNm est protégé des positions -15 a +15 (Yusupova ez al., 2001).

I.2 / Initiation de la traduction des ARNm sans région en amont du codon

initiateur

Lorsque I’ARNm comprend peu ou pas de séquence en amont du codon initiateur, il recrute le
ribosome uniquement, a priori, via le codon initiateur (pour revue, Moll e al., 2002). L’initiation de la
traduction de ces ARNm sans région amont est réalisée soit par les ribosomes 70S sans dissociation
préalable (Moll et al., 2004), soit par la sous-unité 30S ne comportant pas le facteur [F3 (Fig. 17, C et D)
(Tedin er al., 1999). En effet, le facteur IF3 lié a la sous-unité¢ 30S inhibe la formation du complexe
d’initiation au niveau d’ARNm sans région amont in vitro, et Iefficacité¢ de la traduction de ces
ARNm est inversement proportionnelle a la concentration de IF3 in vivo (Tedin et al., 1999 , O'Donnell et
Janssen, 2002). L’initiation de la traduction de ces ARNm est alors modulée par le ratio des facteurs
d’initiation IF2 et IF3. Le codon d’initiation de la traduction est reconnu par le complexe ribosome-
[F2-ARNt-fMet. Cet intermédiaire de la traduction est équivalent a celui formé pendant la traduction
des ARNm eucaryotes. Ainsi, la traduction des ARNm sans région amont, présents dans les bactéries,
cucaryotes et Archaea, serait une fonction conservée au cours de I'évolution par I’appareil de

traduction (pour revue, Moll ef al., 2002).

I.3 / Modéle cinétique d'initiation de la traduction

Lors de I’initiation de la traduction, la sous-unité 30S des ribosomes se lic a I’ARNm suivant la
constante d’équilibre Ksos (Ksos= ksos/ k.sos), et ’ARNt-fMet se joint au complexe pour former le
complexe pré-ternaire. Ce complexe réalise un changement conformationnel, appelé aussi
1somérisation, pour donner lieu au complexe temaire, suivant la constante kism (Fig. 18) (pour revue,
Draper, 1996). Lorsque I’isomérisation est rapide, la traduction est immédiatement engagée apres la
liaison de la sous-unité 30S a PARNm, et est proportionnelle a kips*[30S]. Par contre, lorsque
I’isomérisation est I’étape limitante, la sous-unité 30S peut quitter I’ARNm suivant k.30s. La traduction

est alors proportionnelle a Ksos * Kisom*[30S].
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Différents paramétres peuvent affecter la régulation de Iinitiation de la traduction. Le
repliement de ’ARNm, avec ou sans la sous-unité 30S, fonction de kspy et kg, respectivement, inhibe
la formation du complexe pré-ternaire. Le repliement inhibiteur de I’ARN peut étre dépendant du
temps, comme par exemple dans le cas de ’ARNm de la protéine de maturation du phage MS2 (voir
paragraphe 111.1), de la température, tel que ’ARNm du facteur 6°> (pour revue, Schlax et Worhunsky,
2003). Différents facteurs protéiques ou nucléiques inhibent 1’accés de la sous-unité 30S soit par
compétition stérique soit en favorisant une structure inhibitrice de ’ARNm. Ces facteurs peuvent agir
au niveau du complexe pré-teraire en inhibant I’isomérisation. Cette derniére étape d’initiation de la
traduction est aussi influencée par la longueur de la séquence SD, I’espacement entre la séquence SD

et le codon initiateur, et la présence d’un codon initiateur autre que le codon AUG (Ringquist ef al., 1992).

II / Efficacite de l'initiation de la traduction

Différents traits de séquence influencent la traduction au niveau de ses trois étapes :
- les structures primaires et secondaires de I’ARNm au niveau de la région TIR pour ’initiation,
- I’utilisation des codons au niveau de I’élongation (Kanaya et al., 1999, Karlin et al., 2001 ),
- la nature du codon stop pour la terminaison, les codons en amont, et la base suivante (Mottagui-Tabar e
al., 1994 , Bjomnsson et al., 1996 ; Poole et al., 1995).
Nous détaillerons ici I’influence de la structure primaire et secondaire de la séquence SD, puis

de la nature du codon initiateur, et des codons situés en aval et enfin, les codons terminateurs.

II.1 / La séquence SD : structure primaire

La sous-unité 30S interagit avec I’ARNm au niveau de la séquence SD S’UAAGGAGGUGA3J’
située en amont du codon initiateur. Cette séquence SD s’apparie via 3 4 9 résidus a la séquence aSD
(3’AUUCCUCCACUS’), située aux positions 1532 a 1542 de la région 3* de PARNr 16S d’E. coli
(Fig. 19A) (pour revue, Kozak, 1999). La séquence SD favorise la fixation de ’ARNm sur le ribosome, et
le positionnement du codon d’initiation a proximité du site P ribosomal (pour revue, Ganoza et al., 2002).
Son efficacité est déterminée par son potentiel d’interaction avec la séquence aSD et I’espacement
avec le codon d’initiation (Ringquist ef al., 1992, de Smit et van Duin, 1994b). En général, les séquences SD de
I’ARNm sont constituées de 3 a 4 bases, avec de faibles variations autour du consensus GGAGG
(Schurr et al., 1993 ; pour revue, Kozak, 1999). La distance séparant la séquence SD du codon initiateur a été
déterminée au niveau de deux séquences SD différentes, appelées « SD» (GAGGU) et «sd»

(UAAGG) (Fig. 19) par Chen et al. (1994). Ceci a conduit a la définition de I’écartement corrigé,
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comme ¢tant I’écartement entre le codon d’initiation de la traduction et le nucléotide en face de la
position 1536 de I’ARNr 16S (Fig. 19A) (Chen er al., 1994 ; Ma et al., 2002). L’espacement aligné varie
entre 5 et 13 paires de bases, I’espacement optimal étant entre 8 et 10 paires de base chez E. coli
(Ringquist ez al., 1992 ; Chen et al., 1994). Ceci permet un positionnement correct du codon d’initiation AUG
par rapport a I’ARNr 16S. Ainsi, dans le complexe ternaire d’initiation de la traduction, I’ARNt
initiateur peut interagir de fagon optimale avec le codon d’initiation, et la traduction est efficace (Fig.
19C, situations 1 et 2). En revanche, si I’écartement est trop faible (Fig. 19C, situation 3) ou trop
¢levé, le codon d’initiation n’est plus correctement positionné dans le site P du nibosome, I’interaction
efficace entre I’ARNL et le codon d’initiation n’est pas efficace (Chen et al., 1994).

L’espacement optimal dépend aussi de la longueur de la séquence SD. Plus la séquence SD est
longue, plus I'espacement entre la séquence SD et le codon initiateur doit étre élevé (Nivinskas er al,
1999). D’autre part, I’augmentation de longueur de la séquence SD a été corrélée a une augmentation
de la traduction pour certains transcrits (Ringquist er al, 1992). Une étude réalisée au niveau de 30
génomes procaryotes montre que les génes fortement exprimés ont une plus longue séquence SD que
les autres génes (Ma et al., 2002). Cet effet positif sur la traduction a été observé seulement si ’ARNm
contient des structures secondaires limitant ’accés des ribosomes au codon initiateur (de Smit et van
Duin, 1994b) ou si un codon initiateur alternatif se substitue au codon initiateur généralement retrouvé,
I’AUG (Weyens er al., 1988). La plus forte interaction entre les séquences SD et aSD peut aussi ralentir le
départ du ribosome au niveau de I'initiation de la traduction. La protéine S1 semble alors interagir
pour contrer les effets inhibiteurs d’une trop longue séquence SD et faciliter I'initiation de la

traduction (Komarova ef al., 2002).

II.2 / La protéine S1

Par expérience SELEX, il a été montré que la protéine S1 est le composant majeur du ribosome
impliqué dans la sélection de ’ARNm chez les bactéries a gram négatif (Ringquist et al., 1995). Cette
protéine ribosomale de la sous-unité 30S, de 61 kDa, comprend un domaine N-terminal responsable
des interactions protéines-protéines, et un domaine central et C-terminal de liaison a I’ARN simple
brin via les répétitions du motif SI (Bycroft er al., 1997). Les ribosomes dépourvus de protéine Sl
peuvent interagir avec les régions TIR des ARNm possédant une forte séquence SD (Farwell et al., 1992),
cependant la formation du complexe ternaire n’est pas toujours réalisée (Komarova ef al., 2002). En effet,
la protéine S1 facilite a la fois la liaison du ribosome a I’ARNm et I'initiation de la traduction,
indépendamment de la longueur de la séquence SD, mais aussi la formation du complexe ternaire

lorsque la séquence SD est grande (Komarova et al., 2002).
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Figure 19 : Influence de la distance séparant le motif SD du codon d'initiation de la traduction.

A : Définition de I'écartement corrigé (Ma er al., 2002). L'écartement corrigé est défini par la distance
entre le codon d'initiation de la traduction et le nucléotide complémentaire au résidu 1537 dans la
s¢quence aSD de 'ARNTr 16S.

B : Ecartement relatif et corrigé pour les séquences "SD" (GAGGU) et "sd" (UAAGG) (Chen er al.,
1994).

C : Modclisation de 'influence de I'écartement sur l'efficacité de la traduction. Les nucléotides
importants sont indiqués par des fleches de couleurs : jaune pour la séquence aSD, bleue pour les
séquences SD et sd, orange pour les nucléotides séparant la séquence SD, ou sd, du codon initiateur, et
vert pour le codon initiateur. Dans les conditions 1 et 2, 'ARNLU initiateur interagit de fagon optimale
avec le codon initiateur. En revanche, dans la situation 3, I'écartement ne permet pas un positionnement
correct de 'ARNTU initiateur dans le site P.



Introduction

II.3 / Le codon initiateur

En plus du codon classique d’initiation de la traduction AUG, le codon GUG est quelques fois
utilisé, les codons UUG, AUU et AUA de fagon plus exceptionnelle, (pour revue, Draper, 1996 ; Ganoza et
al., 2002). L’initiation au codon AUA a été observée lors de la production d’une protéine d’Archaca
chez E. coli (Kopke et Leggatt, 1991), tandis que le codon UUG initie la synthése de la protéine
ribosomale S20 (pour revue, Draper, 1996). Le codon AUU est utilisé lors de la traduction des génes infC codant le

facteur d’initiation IF3 et penB, codant la poly (A) polymérase I (PAP). L'étude de I'efficacité traductionnelle in vivo des

différents codons d’initiation possibles variant d’un nucléotide par rapport au codon classique AUG a permis de définir

trois classes de codon initiateurs ({Sussman, 1996 #39). La classe I comprend les codons AUG, GUG et UUG
permettant une traduction efficace, supéricure a 10 % a celle initiée par le codon AUG. La classe I1A,
composée des codons CUG, AUU, AUC, AUA et ACG initie la traduction a un taux de 1 a 3 % par
rapport a une traduction initiée au codon AUG. Les deux codons AGG ¢t AAG, de la classe IIB,
montrent une trés faible initiation de la traduction, non quantifiable. L’initiation de la traduction au
niveau des codons de la classe IIA est régulée par le facteur IF3, qui déstabilise les complexes
d’mitiation de la traduction au niveau de codon non canonique (pour revue, Kozak, 1999). Son inactivation
conduit a une augmentation de I’initiation de la traduction au niveau des codons de la classe IIA d’un
facteur 3 a 5. Comme le codon initiateur AUU du géne infC codant le facteur IF3 appartient a cette
classe IIA, le facteur IF3 s’autorégule négativement (Sacerdot ez al., 1996). Dans le cas du géne pcnB, ou
la surproduction de la protéine correspondante est toxique pour la cellule, la régulation par IF3
diminue d’un facteur 5 la production de cette protéine (Binns et Masters, 2002).

Bien que la nature du codon initiateur varie, il est toujours reconnu par I’ ARNt-fMet (pour revue,
Ganoza et al., 2002). En effet, seul cet ARNt peut initier la traduction. Ainsi, une formyl-méthionine est
incorporée en N-ter de toutes les protéines synthétisées. Cependant, le groupement formyl ou la

formyl-méthionine peuvent étre enlevés au cours de la synthése protéique.

II.4 / La séquence Downstream Box située en aval du codon d'initiation

En plus de la séquence SD et du codon initiateur, d’autres éléments de ’ARNm favorisent
I'efficacit¢ d’initiation de la traduction. Différentes hypothéses d’appariement entre ’ARNm et
I’ARNr 16S ont ¢té émises, basées sur des données statistiques et I’observation de I'effet de mutations
augmentant P’expression des genes. Ainsi, la complémentarité de type Watson Crick, similaire a
I’appariement SD-aSD, entre la séquence dite Downstream Box (DB) située en aval du codon
d’intiation et la séquence dite anti-Downstream Box (aDB) des bases 1469 a 1483 I’ARNr 16S
(5’AGAUACUUAGUGUUUCS3’) (Sprengart et al., 1990), a été proposée comme élément favorisant la
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traduction, en particulier pour les ARNm sans région 5’UTR (Shean et Gottesman, 1992). Bien que cette
complémentarité ait ¢été retrouvée chez différents ARNm bactériens et phagiques, aucune évidence
biochimique, ni génétique n’a pu confirmer cette interaction (pour revue, Moll er al., 2002). Au contraire, la
région aDB de I’ARNr 16S est sous forme double-brin, ce qui 'empécherait de s’apparier avec
I’ARNmM (La Teana ef al., 2000). De méme, la structure de la sous-unité 30S de Thermus thermophilus ne
permet pas de soutenir les modeles d’appariement DB-aDB (Moll er al., 2001 ; pour revue, Moll er al., 2002).
L’effet activateur de la traduction par cette séquence DB semble plutét lié a une absence de structure
secondaire de ’ARNm (pour revue, Moll er al, 2002). Ainsi, une vérification expérimentale, via des
mutations compensatoires, est nécessaire pour I'identification de séquence activatrice de la traduction

par complémentarité avec I’ ARNTr 16S (pour revue, Draper, 1996).

II.5 / Les codons situés au début des ORF et leur influence sur la structure

secondaire de |'ARNm

Bien que la région située en 5’ d’ORF fortement exprimées ne semble pas interagir avec
I’ARNr 16S, elle se comporte comme un activateur de la traduction (O'Connor er al., 1999). Cette
activation semble étre corrélée a I'utilisation des codons dans cette région. En effet, I'utilisation de
codons synonymes peu fréquents par rapport a I’utilisation de codons synonymes fréquents portant le
méme acide aminés localisé dans la région codante de génes fortement exprimés dans les genes d’E.
coli, montre une diminution des taux de traduction d’un facteur 6 (Sorensen et al., 1989). De méme, la
différence d’efficacité d’initiation de la traduction dans les fusions #rp-lacZ est de I’ordre d’un facteur
20 lorsque le codon en position +2 est un codon rare par rapport a un codon fréquent (Stenstrom er al.,
2001). Dans le génome d’E. coli, ’analyse des codons situés en position + 2 montre que les codons
riches en A, en particulier le codon AAA, sauf les codons ACU, ACG et AGG, sont plus fortement
utilisés (Looman er al, 1987 ; Stenstrom er al., 2001). Cet effet activateur semble étre li¢ a la faible
structuration de la région 5° codante de I’ARNm (Stenstrom et al., 2001 ; Voges et al., 2004). Elle faciliterait
le départ du ribosome du RBS, et donc Iinitiation de la traduction suivante. Une utilisation
différenticlle des codons a pu étre retrouvée au niveau de la région 5° des régions codantes,
comprenant les 50 premiers codons (Karlin er al., 1998). Ceci pourrait aussi contribuer a faciliter le départ
du ribosome. Par contre, la structuration de I’ARN en aval de la région 5” influence faiblement la
traduction. Ainsi, une fois que le ribosome en cours de traduction a quitté la région d’initiation de la
traduction, il pourrait plus facilement désapparier les structures secondaires potenticlles tout en
poursuivant la traduction (Voges ez al., 2004). La présence d’une structure tige-boucle 15 nts en aval du

codon d’initiation peut aussi augmenter I’expression des génes (Paulus er al., 2004). Cette structure
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pourrait alors éviter les interactions a longue distance avec la région TIR de I'ARNm, ce qui augmente

I’accessibilité du site d’initiation au ribosome.
II.6 / L'utilisation des codons des ORF et les codons terminateurs

Parmi les différents éléments impliqués dans la régulation de la traduction, I’élément le plus
important pour la production de protéines chez E. coli est I'utilisation des codons (Lithwick et Margalit,
2003). En effet, lorsqu’un codon est fréquemment utilisé, la cellule bactérienne comporte une quantité
¢levée d’ARNt correspondant. Ceci évite au ribosome d’entrer en pause et augmente la vitesse
d’élongation du ribosome.

Enfin, la nature du codon stop et les bases situées de part et d’autre influencent la terminaison.
En effet, chez E. coli, le codon stop UAA est préférentiellement utilisé par les protéines fortement
exprimées chez E. coli par rapport aux deux autres codon stop UAG et UGA, qui sont moins efficaces
(Lithwick et Margalit, 2003). De plus, la présence d’un codon stop inefficace conduit a une faible quantité
de protéines (Jin er al., 2002). L analyse statistique d’environ 2000 génes du génome d’E. coli a mis en
évidence un role potentiel de la base suivant le codon stop. In vivo, I’efficacité de terminaison varie de
80% (UAAU) a 7% (UGAC), avec la hiérarchic U>G>A#C pour les codons UAA et UGA, et
G>U#A>C pour UGA (Poole et al, 1995). Enfin, les acides aminés situés en amont du codon de
terminaison influencent I’efficacité de la terminaison (Mottagui-Tabar et Isaksson, 1997 ; Sunohara et al., 2002).
En particulier, lorsque le codon rare arginine AGG est situé juste en amont du codon stop UGA peu
efficace, le systéme de trans-traduction ARNtm est recruté, ce qui conduit a un clivage de I’ARNm

correspondant (Hayes et al., 2002).

III / Régulation de linitiation de la traduction par les éléments en

trans de I'ARNm

L’efficacité d’initiation de la traduction est aussi modulée par I’accessibilité des ribosomes a la
région TIR de ’ARNm. Différents facteurs agissent directement au niveau de la région TIR ou a

proximité (Fig. 18).
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III.1 / Structure secondaire et tertiaire de la région 5’ non traduite

Les structures secondaires et tertiaires de ’ARNm qui impliquent les régions flanquant la
région d’initiation et/ou le codon d’initiation affectent I’expression des génes (de Smit et van Duin, 1994a ;
Boni et al., 2001, pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003). Elles peuvent diminuer I’efficacité de I’initiation de
la traduction en limitant la reconnaissance par la sous-unité¢ 30S. Ainsi, la séquence SD de ’”ARNm
codant la protéine de surface du bactériophage MS2 participe a la formation d’une hélice d’ARN (Fig.
20A). Une corrélation quantitative entre la stabilité thermodynamique de cette structure et I'efficacité
de la traduction a pu étre démontrée in vivo (de Smit et van Duin, 1993 ; de Smit et van Duin, 1994b). Ainsi,
lorsque le AG de la structure, obtenu a I’aide du logiciel Mfold

[(http://www .bioinfo.rpi.edw/applications/mfold/old/rna/form1.cgi (Zuker, 2003)] n’est pas inférieur a -6

kcal.mol”, la structure secondaire n’inhibe pas Dinitiation de la traduction. Par contre, chaque
diminution de 1,4 kcal.mol” au-dela de cette valeur de -6 kcal.mol” conduit 4 une diminution de
I’initiation de la traduction d’un facteur 10 (de Smit et van Duin, 1994a). Cette corrélation a pu étre aussi
démontrée pour d’autres variants de séquence, au niveau du géne /amB, du géne mom du phage Pu, du
géne marR (Martin et Rosner, 2004 ; pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003). Lorsque le repliement de I’ARN
inhibe la traduction, la limitation de I'initiation de la traduction va dépendre de la cinétique de
formation de la structure inhibitrice (pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003). Ainsi, la protéine de
maturation du bactériophage MS2 contient une région 5’ non traduite de 130 nts, qui se replie en
forme de feuille de tréfle, dans laquelle la séquence SD interagit avec une séquence complémentaire
située a une longue distance (Fig. 20B) (Groeneveld er al., 1995). La synthése de la protéine a licu entre le
moment de la transcription de cet ARNm et la formation de la structure inhibitrice (van Meerten er al.,
2001). Une corrélation a pu ensuite étre ¢tablic entre la cinétique de repliement de cette région non

traduite et I’efficacité de la traduction.

La structure secondaire et tertiaire de I’ARNm au niveau de la région TIR peut aussi jouer un
role d’activateur de la traduction. En effet, la sous-unité 30S peut se lier a ’ARNm lorsque celui-ci
comporte de longues structures en tige-boucle, ces structures peuvent alors optimiser la position des
¢léments requis pour la formation du complexe d’initiation de la traduction. Ainsi, au niveau des
ARNm 25 et 38 du phage T4, la séquence séparant la séquence SD du codon d’initiation de la
traduction est de 27 et 22 nts respectivement (Nivinskas ef al., 1999). La formation d’une structure tige
boucle réduit la distance entre la séquence SD et le codon d’initiation a 11 et 5 nts respectivement
(Fig. 20, C et D) (Nivinskas er al., 1999). Cette structure facilite la fixation de la sous-unité 30S (Fig.
21B), mais ne semble pas interférer avec la fixation de la sous-unité 50S (Gold, 1988). La présence

d’une structure tige-boucle peut aussi étre nécessaire en amont de la séquence SD, afin de rapprocher
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Figure 20 : Exemples de structures tige-boucle affectant I'efficacité de la traduction.

A: Structure secondaire de I'élément TIR de 'ARNm de la protéine de surface du bactériophage MS2
(De Smit et van Duin, 1990). La structure tige-boucle séquestre la séquence SD et diminue I'efficacité

d'initiation de la traduction.

B : Structure secondaire en forme de feuille de tréfle de 'ARNm de la protéine de maturation du

bactériophage MS2 (d'aprés van Meerten ez al., 2001).

C et D : Structure secondaire de I'élément TIR des ARNm 25(A) et 38(B) du bactériophage T4 (d'aprés
Nivinskas et al., 1999). La structure tige-boucle rapproche la séquence SD du codon initiateur.
E : Repliement de la région TIR de ' ARNm rpsA (d'aprés Boni et al., 2001). La séquence SD pourrait étre
formée par les séquences GG en amont des boucles apicales.
Le codon terminateur du géne amont, lorsqu'il est présent, est indiqué en gras, le codon initiateur est

encadré et grisé, la séquence SD est soulignée.
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une séquence activatrice, comme dans le cas de ’ARNm 74rS de la thréonyl-synthétase (Fig. 21C et

23A) (Sacerdot et al., 1998).

La structure secondaire et tertiaire semblent étre aussi requises pour reconstituer la séquence
SD, comme cela est proposé pour ’ARNm rps4 codant la protéine ribosomale S1 (Boni ez al., 2001). En
effet, ’ARNm rps4 est fortement et efficacement traduit, mais ne posséde pas de séquence SD
canonique (Boni er al., 2001). Cependant, sa région TIR se replie en trois structures tiges boucles I, II et
III (Fig. 20E). Ce mode de repliement est conservé chez les protéobactéries en général, en particulier
dans la subdivision y mis a part le groupe des Pseudomonas (Boni et al., 2001 ; Tchufistova er al., 2003). 11
pourrait représenter une région de liaison au ribosome via les boucles apicales I et II. Celles-ci
contiennent le motif conservé GG, nécessaire pour la forte traduction de I’ARNm rpsA, qui jouerait ici
le réle de séquence SD (Fig. 21D). Le recrutement de la sous-unité 30S pourrait aussi étre réalisé via
la protéine ribosomale S1, qui interagit via les régions simple brin. Dans ce cas, les motifs GG des
boucles apicales [ et II seraient nécessaires pour maintenir une structure tertiaire optimale de la région
TIR. Ce mode de recrutement des ribosomes via les structures secondaires, voire tertiaires, pourrait
¢tre aussi utilisé par les chloroplastes (Boni er al., 2001). En effet, les grandes régions 5’ non traduites,
fortement structurées, semblent initier la traduction en absence de séquence SD classique (Fargo et al.,

1999).

III.2 / La température

La structure secondaire de la région TIR peut aussi étre modulée par la température. En effet,
s . . 2 2 2 2 ;
I’expression du géne rpoH, codant le facteur o2, est régulée au niveau de sa traduction. Ce facteur

voit sa syntheése augmenter lors d’un choc thermique. Ceci s’explique en partie par une déstabilisation
de la structure secondaire de ’ARNm, a température élevée, qui entraine une libération du site RBS

(pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003).

III.3 / Influence de la traduction du cistron amont sur la traduction du

cistron aval d'’ARNm polycistronique : le couplage traductionnel

Dans les paires de génes adjacents cotranscrits, la traduction du cistron amont favorise le plus
souvent la traduction du cistron aval. Ce mécanisme, appelé couplage traductionnel, est lié¢ soit a la
proximité du site d’initiation du cistron aval du codon terminateur du cistron amont (pour revue, Draper,
1996), soit a la modification de la structure au niveau de la région TIR du géne aval. Ce mécanisme de

régulation est utilisé par les opérons codant les protéines ribosomales, afin d’obtenir une quantité
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Figure 21 : Modéles de complexes pré-ternaires au niveau d'ARNm avec une séquence SD
canonique, ou en présence de structure secondaire activatrice de la traduction
(d'apres Boni et al., 2001).

A : Les ARNm possedant une SD classique recrutent la sous-unité 30S via les interactions entre les
séquences SD et aSD.

B : La présence d'une structure tige-boucle située entre la séquence SD et le codon initiateur rapproche
ces deux ¢éléments et favorise l'initiation de la traduction.

C : La structure tige-boucle est ici située en amont de la séquence SD afin de rapprocher I'élément
activateur de la séquence SD.

D : L'ARNm rpsA recruterait la sous-unité 30S par les boucles apicales de la région amont. Cet ARNm
peut aussi recruter le ribosome par une interaction avec la protéine S1. Ce cas n'est pas représenté ici.
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stoechiométrique de protéines (pour revue, Keener et Nomura, 1996). Ainsi, au niveau de ’opéron L35
constitué des genes infC-rpml-rpIT qui codent respectivement le facteur d’initiation 1F3 et les deux
protéines ribosomales L35 et L20 (Fig. 22), la traduction du cistron rpIT dépend de la traduction du
cistron rpml qui est aussi influencée par la traduction du cistron infC. La traduction du cistron rpml
libere le site d’initiation de la traduction du cistron rp/T d’une structure inhibitrice (Lesage et al., 1992).
La traduction du géne infC, diminue la répression de la traduction exercée par la protéine L20 au
niveau du geéne rpml, codant la protéine L35, en dénaturant la structure reconnue par la protéine L20
(Guillier et al., 2002).

Dans quelques cas, la traduction du cistron amont inhibe celle du cistron aval. En effet, lorsque
les cistrons se recouvrent partiellement, les ribosomes en cours d’élongation sur I’ARNm bloquent
I"acceés physique au site d’initiation distal. Les ribosomes peuvent aussi hmiter I'iitiation de la
traduction du cistron aval, sans que les cistrons se recouvrent. Ainsi, dans le cas des génes V et VII du

phage filamenteux IKe, la forte traduction du géne V limite celle du géne VII (Yu et al., 2001).

III.4 / Répression de l'initiation de la traduction par fixation de protéines

Le contréle de la traduction réalisé par les protéines, est souvent négatif, bien qu’un cas de
régulation positive a ¢té caractérisé dans le cas du bactériophage p (Wulezyn et Kahmann, 1991). Ce
mécanisme de répression de la traduction est souvent utilisé par les protéines de liaison a ’ARN. Un
exemple particuliérement étudié est celui de la régulation exercé par les protéines ribosomales, pour
autoréguler leur synthése par un mécanisme de rétrocontréle. Dans ce mécanisme, une compétition
s’exerce entre le site naturel de fixation des protéines sur I’ARNr et leur site de liaison au niveau de
leur ARNm. Ainsi, une ou plusieurs protéines ribosomales codées par ’opéron se fixent sur leur
propre ARNm et bloquent la traduction de leur cistron ou d’un cistron amont lorsque les protéines
ribosomales répresseurs sont en exceés par rapport a I’ARNr disponible (Fig. 22) (pour revue, Keener et
Nomura, 1996). Le couplage traductionnel entre les protéines ribosomales inhibe ensuite la traduction
des cistrons situés en aval. Deux types d’inhibition de la traduction au niveau d’un cistron sont
possibles (pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003) (Fig. 18) :

- répression par compétition du site de fixation RBS entre la sous-unité 30S et la protéine

agissant en trans,

- répression par blocage du processus d’initiation de la traduction aprés fixation de la particule

ribosomique 308S.
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Figure 22 : Structure et régulation des opérons codant des protéines ribosomales
(d'aprés Keener et Nomura, 1996, Draper, 1996).

Les effets de rétrocontrole de I'initiation de la traduction sont représentés par des fleches et les
protéines agissant en répresseur sont encadrées en rouge. Les promoteurs transcriptionnels sont
indiqués par des fleches brisées. Les ORF indiquées en bleu foncé sont rétrocontrolées par la protéine
répresseur directement, alors que l'expression des ORFs représentées en bleu clair est soumise au
rétrocontrole de tagon indirecte. Un controle d'expression faible ou nul est observé pour les ORF en
violet et blanc, respectivement, et aucun niveau de régulation n'est connu pour les ORF en vert. Les
codons initiateurs différents de AUG sont indiqués.
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111.4.a / Autorégulation des protéines de liaison 2 PARNm

Lors de la répression par compétition au site de fixation RBS, la protéine reconnait la séquence
cible par sa séquence primaire ou par la structure secondaire, qui présentent des similitudes avec
I’ARN cible de cette protéine. Cette similitude entre ’ARNm et ’ARN cible de la protéine a ¢té
décrite en particulier pour la Thréonyl-tRNA synthétase (ThrRS) (pour revue, Romby et Springer, 2003). En
effet, la ThrRS autorégule sa synthése par inhibition de la traduction de son ARNm, suivant les
affinités relatives de ThrRS pour ’ARNt™ et pour son ARNm (Fig. 23) (Romby er al., 1996). La ThrRS
se fixe avec une plus forte affinité sur ’ARNt™ que sur la région TIR de son ARNm, au niveau des
domaines 2 et 4 de la région TIR de son ARNm, qui miment le bras anticodon de ’ARNt™. Elle
interagit avec les bases de la boucle contenant la séquence mimant I’anticodon du domaine 2 (Torres-
Larios ef al., 2002 ; Caillet et al., 2003). Le domaine 2 serait le site principal de liaison de ThrRS, alors que
le domaine 4 améliorerait 1’affinité de la ThrRS avec son ARNm. De cette maniere, la ThrRS
empécherait la fixation de la sous-unité 30S par inhibition stérique (pour revue, Romby et Springer, 2003).
Le modcle de compétition de la traduction a ¢été confirmé par le fait que I'augmentation de la
production de la ThrRS a partir de ’ARNm 74rS résulte soit d’une augmentation du nombre de
ribosomes, soit d’une diminution de la quantité d’ARNt™ (Comer er al, 1996). L’appariement de la
ThrRS au niveau de son ARNm donne lieu a la formation d’un complexe trés stable, ce qui conduit a

la dégradation de I’ARNm (Fig. 23C) (Nogueira et al., 2001).

La répression de la traduction peut aussi avoir lieu aprés ’appariement de la sous-unité 30S a
I’ARNm (pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003). Deux exemples de ce mécanisme ont été étudiés : la
régulation de I'opéron « et celle de la production de la protéine ribosomale S15. La protéine S15,
lorsqu’elle est en exces, se lie a son ARNm et réprime sa traduction en inhibant la formation du
complexe ternaire (pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003). En effet, I’ARNm rpsO, codant la protéine S15,
est en équilibre entre deux conformations (Fig. 24). Dans la premiére, la séquence SD est localisée
dans une structure tige-boucle peu stable. Dans la deuxiéme, la séquence SD est simple brin, a
proximité d’un pseudonoeud. Cette structure en pseudonoeud présente une meilleure affinité pour la
sous-unité 30S et doit étre formée pour pouvoir se lier a la protéine S15. La protéine S15 reconnait le
motif de séquence conservé G-U/G-C et la jonction de trois tiges-boucles au niveau de I’ARNr 16S et
de PARNm rpsO (Fig. 24) (Serganov et al., 2002). Ainsi, la formation préférentielle du complexe ternaire
avec I’ARNm sous forme de pseudonoeud, la sous-unité 30S et la protéine S15 inhibe la formation du
complexe ternaire actif (pour revue, Schlax et Worhunsky, 2003). Un mécanisme de régulation similaire est

observé au niveau de I’opéron a.
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Figure 23 : Autorégulation de la synthése de la thréonyl-tRNA synthétase (ThrRS).

A : Séquence et structure secondaire de la région 5' non traduite de 'ARNm thrS d'E. coli (d'aprés Romby
et al., 1996 ; Torres-Larios ef al., 2002 ; pour revue, Romby et Springer, 2003). Les domaines [, comprenant le
codon d'initiation et la séquence SD, et le domaine 111 sont en simple brin. Les régions qui interagissent
avec la sous-unité 30S du ribosome, sont représentées par un rectangle bleu. L'enzyme ThrRS reconnait
spéciquement les domaines 1I et IV, constitués d'une structure tige-boucle, les zones d'interactions de
ces domaines sont inclues dans un cadre orangé. Les bases en rouge ressemblent aux bases de
I'anticodon, les bases en gras sont reconnues par ThrRS.

B : Structure des bras anticodons et accepteur de 'ARNtTDI (d'apres Caillet er al., 2003). Les bases en rouge
sont les bases de I'anticodon essentielles pour la réaction catalysée par ThrRS, alors que les bases en
orange interagissent avee la ThrRS.

C : Mod¢le de régulation de la traduction de I'ARNm #4rS (pour revue. Schlax er al.. 2003). La synthese de
la ThrRS est autorégulée par compétition entre I'ARNt™ et 'ARNm pour la fixation de ThrRS. La
structure de la région non traduite forme deux domaines reconnus par la ThrRS. La fixation de la
ThrRS conduit ensuite a la dégradation de I'ARNm correspondant. La région codante est indiquée par
un cadre violet.
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Figure 24 : Sites de fixation de la protéine ribosomale S15 sur I'ARNm rpsO et I'ARNr 16S
(d'apres Philippe er al., 1990 ; 1993: Serganov ef al., 2002).

A ct B : Equilibre entre les deux structures de I'ARNm rpsO. La structure pseudonocud (B), sur
laquelle se fixe prétférentiellement la sous-unité 308, est requise pour la fixation de la protéine S15. La
fixation de la protéine S15 inhibe ensuite la formation du complexe d'initiation de la traduction actif.
La séquence SD est soulignée, le codon initiateur est a l'intéricur du rectangle gris.

C : Structure du site de fixation de la protéine S15 sur I'ARNr 16S.

Les deux sites de fixation de la protéine S15 sont indiqués par des rectangles jaunes. Les motifs de
séquences reconnus par la sous-unit¢ 30S sont en rouges.
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I11.4.b / Régulation par la protéine CsrA

Pour survivre dans son environnement, la bactérie E. coli posséde différents systémes de
régulations pour reconnaitre et s’adapter aux nouvelles conditions de croissance. Ainsi, la transition de
la phase exponentielle a la phase stationnaire est accompagnée de nombreux changements
physiologiques importants. Différents systémes de régulation globaux interviennent, dont le systéme
Csr (Carbon storage regulator). Ce systéeme comprend entre autre la protéine CsrA de 61 acides
aminés, protéine de liaison a 'ARN simple brin via son domaine KH. Cette protéine régule
I’expression post-transcriptionnelle de certains génes, positivement ou négativement suivant ’ARNm
cible. Ainsi, la protéine CsrA réprime I’expression des génes de biosynthése du glycogéne, portés par
I"opéron glgCAP et cstA, codant un transporteur de peptide. Elle se lie a la région non traduite du
transcrit glgCAP, en recouvrant la séquence Shine-Dalgarno de la premi¢re ORF, glgC, et la séquence
SD du transcrit ¢stA (Baker ef al., 2002 ; Dubey er al., 2003). La déstabilisation engendrée par la protéine
CsrA est lice a ’absence de traduction, par inhibition stérique de la fixation des ribosomes a la région
TIR de "ARNm, et/ou a une modification de la structure de ’ARNm, ce qui le rend alors plus

accessible pour une attaque aux endoRNases (pour revue, Romeo, 1998).

111.4.c / Régulation par les métabolites

Les métabolites peuvent moduler directement la transcription et/ou la traduction en se fixant au
niveau de la région 5’ non traduite de certains ARNm. Ces éléments de I'’ARN, appelés « riboswitch »,
sont généralement constitués de deux domaines : ils fixent un ligand au niveau d’un domaine aptamere
naturel et modulent en fonction de la concentration en métabolites I’expression des genes aval via un
autre domaine appelé « plateforme d’expression », (pour revue, Winkler et Breaker, 2003). Celle-ci comporte
des €léments impliqués dans la régulation de I’expression des génes au niveau de la terminaison ou de
I’anti-terminaison de la transcription, ou au niveau de I’initiation de la traduction (Fig. 25) (pour revue,
Nudler et Mironov, 2004). Le domaine aptamére est fortement conservé au niveau de différents
organismes, alors que les « plateformes d’expression » varient au niveau de leur séquence, structure et
mécanmsme d’action. Ces mécanismes de régulation ont été mis en évidence au niveau du métabolisme
de vitamines chez B. subtilis, E. coli et Rhizobium etli, mais aussi d’acides aminés comprenant la
méthionine, la cystéine et la lysine et de nucléotides, comme 1’adénine et la guanine chez B. subtilis
(pour revue, Nudler et Mironov, 2004). La majorité des régulations observées est une répression de
I’expression des geénes aval, exercée par les « plateformes d’expression » au niveau de la terminaison
de la transcription chez les bactéries a gram positif, et au niveau de I'initiation de la traduction chez les
bactéries a gram négatif (pour revue, Nudler et Mironov, 2004). Ainsi, chez B. subtilis et E. coli, les ARNm

codant les enzymes impliquées dans la voie de biosynthése de la thiamine (vitamine Bl), fixent la
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Figure 25 : Représentation schématique du contréle de I'expression des génes par les métabolites

(d'aprés Nudler et Mironov, 2004).

La fixation du métabolite au niveau de I'aptamére conduit a un changement de structure de I'ARNm au
niveau du domaine appelé "plateforme d'expression”. Ce domaine régule l'expression des génes au
niveau de la terminaison de la transcription qui est alors tavorisée (A) ou inhibée (B), ou au niveau de
la traduction, par modification de l'accessibilité de la région RBS par les ribosomes qui est soit
s¢questree (C) ou disponible (D). 11 est a noter qu'un seul mécanisme d'activation de la transcription par
un métabolite a ¢té observé. Le mécanisme d'activation de la traduction, établi par analogie, n'a pas
encore ¢t¢ observé. Les sous-unités 30S et 50S du ribosome sont représentées par des disques bleu ct
orange, respectivement.
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thiamine ou son dérivé pyrophosphate au niveau de I’aptamére, domaine conservé chez les deux
organismes. La fixation de effecteur conduit a une terminaison a un site précoce de la transcription
des ARNm chez B. subtilis (modéle Fig. 25A), tel que pour ’ARNm ftend, tandis que la fixation de
I’effecteur conduit a une inhibition de I’initiation de la traduction chez E. coli via le changement de
structure des ARNm au niveau de leur région TIR, séquestrant alors le site RBS (mode¢le Fig. 25C). Ce
mécanisme de « riboswitch » conduit a une diminution de I’expression des geénes en fonction de la

concentration du métabolite final de la voie de biosynthése (Winkler ez al., 2002).

III.5 / Régulation de l'initiation de la traduction par les ARN non codants

De nombreux systémes de mesure et de réponse aux variations de I’environnement utilisent des
petits ARN non codants (ARNnc), de 40 a 400 nucléotides. L’avantage d’utiliser ce moyen de
régulation par les ARNnc est de permettre une réponse rapide, et donc une adaptation rapide, di fait de
la petite taille de ces molécules d’ARN a synthétiser et de I’absence de traduction. Différentes
approches bioinformatiques ont mis en évidence 1001 ARNnc au total chez E. coli, chaque approche
détectant entre 180 a 250 ARNnc, mais seulement une cinquantaine d’ARNnc ont été identifiés par
des approches biochimiques (Hershberg e al., 2003 ; pour revue, Storz et al., 2004). Ceux-ci peuvent étre
classés en trois groupes suivant leur mode d’action (pour revue, Storz et al., 2004):

- association avec une protéine pour former un complexe actif tel que ’ARN MI de la

RNase P,
- association avec une protéine pour moduler I’activité de la protéine. L’ARNnc dont la
structure mime une séquence cible d’une protéine, interagit avec cette protéine. Ainsi,
I’ARNnc 6S ressemblant a un complexe ouvert est reconnu par I’holoenzyme Ec .
- appariement des ARNnc avec leur ARNm cibles pour modifier leur stabilité ou leur
efficacité d’initiation de la traduction.
Le role des ARNnc sur la stabilité des ARNm sera décrit dans la prochaine partie.

La régulation au niveau de I’initiation de la traduction est réalisée soit par compétition avec le
ribosome, soit par modification de la structure secondaire au niveau de la région TIR. En particulier,
les ARNnc DsrA et RprA modifient la structure secondaire de la région d’initiation de la traduction de
I’ARNm rpoS par I’intermédiaire de la protéine Hfq, ce qui facilite la traduction de I’ARNm rpoS (pour
revue, Repoila er al., 2003). En effet, dans les conditions normales de croissance, la prédiction de structure
secondaire au niveau du site RBS de I’ARNm rpoS montre que celui-ci serait inclus dans une tige-
boucle, ce qui inhiberait la traduction (Fig. 26D). Les ARNnc RprA et DsrA stimulent la traduction de
I’ARNm rpoS en réponse respectivement a une faible température et un stress au niveau des

membranes de la cellule et un choc osmotique dans les deux cas (Fig. 26A). lls se lieraient au niveau
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Figure 26 : Régulation de la traduction de 'ARNm rpoS par les ARNnc DsrA, RprA et OxyS

A : Régulation de la transcription des ARNnc DsrA, RprA et OxyS en fonction des conditions de
I'environnement et quelques genes cibles correspondants (pour revue, Repoila ef al., 2003).

B. C et D : Structure secondaire prédite des ARNnc DsrA et RprA, ou les bases interagissant avec la
région 5' non traduite de I'ARNm rpoS sont en couleur (d'aprés Lease et Belfort, 2000 et Majdalani ef al., 2002).
D : Structure secondaire prédite de ' ARNm rpoS (d'aprés Worhunsky er al., 2003).

E : Appariement DsrA-1poS (pour revue, Repoila er al., 2003).

F : Appariement RprA-rpoS (pour revue, Repoila er al., 2003). Les interactions entre les ARNnc DsrA et
RprA avec I'ARNm rpoS sont symbolisces respectivement par des traits rouges et des traits verts.
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de la région amont qui interagit avec la séquence SD de rpoS, levant ainsi 'inhibition de la traduction
(Fig. 26, E et F).

L’ARNnc DsrA, est présent dans la cellule sous les formes F et T. Sous sa forme F de 87 nts, il
interagit par son extrémité 5° a I’ARNm rpoS et se lie aussi avec la sous-unité 30S (Worhunsky e al.,
2003). Par contre, sa forme T (de 61 a 65 nts) est délétée des bases interagissant avec I’ARNm rpoS,
mais elle peut toujours interagir et réguler /ins, son autre ARNm cible. La forme F est stabilisée a 25
°C, contrairement a la forme T. Ainsi la variation des ratio F/T permettrait une régulation dépendante
de la température pour rpoS, et indépendante pour Ans (pour revue, Repoila er al., 2003). L’ARNnc RprA,
de 105 nt, est activé au niveau transcriptionnel, via le systéme phosphorelai ResC/YojN/RcesB, en
réponse a un stress localisé au niveau des membranes de la cellule (pour revue, Repoila et al., 2003).

La traduction de ’ARNm rpoS est inhibée par ’ARNnc OxyS, de 109 nts, qui s’accumule
aprés un stress oxydatif (Zhang er al., 2002). L’inhibition de la traduction de I’ARNm rpoS pourrait étre
alors réalisée par une modulation de la quantité de la protéine Hfq disponible, ou bloquer I’acces des

ARNDnNc activateurs au niveau de I’ARNm rpoS (pour revue, Repoila et al., 2003).
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Partie D / La dégradation des ARNm

Aprés avoir été synthétisés, les ARNm sont traduits en protéines, puis dégradés. La stabilité des
ARNm est un moyen supplémentaire de contréle de ’expression des génes. Pendant la croissance, la
dégradation des ARNm bactériens est une activité métabolique majeure puisque 50 % des ARN
synthétisés sont des ARNm, alors qu’ils représentent seulement 2 a 3 % de la totalité des ARN (pour
revue, Kennell, 2002). La variation de stabilit¢ des ARN permet un ajustement aux changements des
conditions de croissance, comme un choc au froid (Yamanaka et Inouye, 2001), le développement d’un
programme d’expression génétiquement controlé tel que le développement de I'infection des phages
(pour revue, Carpousis ef al., 1999 ; Grunberg-Manago, 1999), et une expression différentielle des génes codés
par les ARNm polycistroniques, (pour revues, Grunberg-Manago, 1999 ; Regnier et Arraiano, 2000).

La stabilité des ARNm est déterminée par leur temps de demi-vie (pour revue, Nierlich et
Murakawa, 1996). La demi-vie moyenne des ARNm d’E. coli est de 7 minutes en phase exponentielle de
croissance, a 37°C, mais peut varier de 30 secondes a 20 minutes selon les transcrits (Bernstein er al.,
2002 : Selinger et al., 2003, pour revue, Grunberg-Manago, 1999). Ces différences de stabilit¢é des ARNm
semblent fortement dépendantes de la structuration de leurs extrémités 5’ et 3’ et de la polyadénylation
3’ terminale (pour revues, Nierlich et Murakawa, 1996 ; Rauhut et Klug, 1999).

La dégradation des ARNm est un processus complexe variant d’un transcrit a ’autre, dans
lequel un nombre limité de ribonucléases (RNases) intervient. Ainsi, chez E. coli, parmi les dix-neufs
RNases identifiées, la majorité est impliquée dans les mécanismes de maturation des ARN de transfert
ou des ARN ribosomiques, seules 7 RNases sont impliquées dans la maturation et dégradation des
ARNm (Tableau 2).

I / Les RNases impliquées dans la dégradation des ARNm et leur

régulation

Chez E. coli, la dégradation de la plupart sinon de tous les ARNm est initiée par un clivage
endonucléolytique, souvent réalisé dans la région 5’ des ARN, catalysé par la RNase E, la RNase G ou
la RNase III (Cohen et McDowall, 1997 ; pour revues, Grunberg-Manago, 1999 ; Coburn et Mackie, 1999 ; Carpousis et
al., 1999 ; Steege, 2000 ; Kushner, 2002). Les produits de ce clivage deviennent ensuite des substrats pour
d’autres clivages endoribonucléiques par la RNase E, aussi bien que pour la digestion par les
exoribonucléases (exoRNases) 3°-5°, la polynucléotide phosphorylase (PNPase), la RNase II et la
RNase R (Donovan et Kushner, 1986 ; Cheng et Deutscher, 2005 ; pour revue Coburn et Mackie, 1999). Une fois le
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g I'exception de M. jannashii et Halobacterium NRC-1 Deutscher, 2001
L - . T
RNase D rond 43 Viable Maturation et dégradation des ARNt ecaryotes:; Mycobactarin st divisians ruety des
E Proteobacteria
A t : ' : ' : .
§ RNase T i 2 Viable Maturation de I'extrémité 3' des ARNr 58 et 238 ; dégradation du divikionydis Fradeobasterii
2 DEDD CCA des ARNt
s g A - ot divisions B.etyd Ghosh er al. , 1999 ; pour
Oligo- ribonucléase orn 21 létale Dégradation 3°-5' des oligoribonucléotides cutaryoics:idctinompeetar FhalvIsians p ELyices revue, Zuo et Deutscher,
Proteobacteria 2001
RBN RNase BN rbn 33 Viable Maturation de I'extrémité 3' des ARNt bactérics pour revue, Zuo et
Deutscher, 2001

Tableau 2 : Les différentes superfamilles de ribonucléases impliquées dans la dégradation des ARNm chez E. coli

* Lorsque les mutations rnb, rph et rnr sont associées a une mutation pnp , le double mutant n’est pas viable.
# La Rnase P est constituée d'un ARN catalytique M1 et de la protéine C5.
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premier clivage initié, I’ARNm est souvent rapidement dégradé. Ce phénoméne de tout ou rien évite la
présence d’intermédiaires de dégradation qui pourraient conduire a la production de protéines
tronquées (Spickler ef al., 2001 ; pour revue, Coburn et Mackie, 1999).

En général, la dégradation apparente a lieu via une polarité 5’ vers 3” (Selinger er al., 2003). A
premiére vue, ce résultat est surprenant puisque aucune exoRNase dégradant I’ARN dans la direction
57 vers 3’ n’a été trouvée chez les procaryotes (pour revue, Zuo et Deutscher, 2001). Cette polarité 5° vers 3’
pourrait étre due a la spécificité de la RNase E, qui requiert une extrémité 5° libre pour réaliser le
premier clivage endonucléolytique aval. Le premier clivage réalisé dans la région 5’ libére un
fragment amont qui est dégradé par les exoRNases 3’-5” et un fragment aval qui posséde une nouvelle
extrémité 5’ monophosphate reconnue préférentiellement par la RNase E et qui est clivé. Ce clivage
endonucléolytique processif suivi par la dégradation par les exoRNases 3’-5” pourrait expliquer la
polarité apparente de la dégradation des ARNm de 5’ vers 3’ (pour revue, Grunberg-Manago, 1999).

La dégradation des ARNm est liée a la traduction puisque les ribosomes peuvent inhiber
directement la dégradation par les endoribonucléases (endoRNases), en occluant les sites de clivages.
Ainsi, les ARNm sont stabilisés si leur traduction s’opére de fagon active. La dégradation des ARNm
est alors fonction de la fréquence d’initiation de la traduction (pour revue, Nicholson, 1999). Comme
I’étape initiale implique un clivage spécifique d’un site situé dans la portion 5” proximal de ’ARNm, a
proximité du site d’initiation de la traduction, la polarité 5°-3” des clivages endonucléolytiques
ultérieurs pourrait refléter en partie le mouvement du dernier ribosome en cours de traduction.

Nous allons décrire tout d’abord, le role et le mécanisme d’action des différentes RNases

impliquées dans la dégradation, puis les différents éléments intervenant dans la stabilité des ARNm.

I.1 / La RNase E, la RNase G et le dégradosome

La dégradation des ARNm est généralement initiée par un clivage par la RNase E (pour revue,
Grunberg-Manago, 1999). La purification de cette endoRNase a permis de montrer qu’elle interagit
spécifiquement avec d’autres protéines pour former une macrostructure spécialisée dans la dégradation
des ARNm : le dégradosome (pour revue, Carpousis et al., 1999). Nous décrirons tout d’abord la RNase E et
son homologue, la RNase G, puis nous décrirons le dégradosome. Les différentes nucléases

appartenant au dégradosome, autre que la RNase E, seront étudiées dans les parties suivantes.
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Figure 27 : Les domaines structuraux de la RNase E et les régions d'interaction avec les protéines

du dégradosome (d'aprés Grunberg-Manago, 1999, Spickler er al., 2001; Feng er al., 2002, Kaberdin e
al., 2000, Callaghan et al., 2004)

A : Représentation schématique de la RNase E : les différentes régions des trois domaines sont
indiquées ainsi que leurs positions et leurs fonctions potentielles.

B : Les régions impliquées dans l'autoassociation, ainsi que celles interagissant avec les protéines du
dégradosome sont schématisces.
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1.1.a/ La RNase E

I.1.a.a / Role de la RNase E

La RNase E, codée par le géne rne, est spécifique des régions simple brin. Elle a été identifiée
initialement pour son intervention dans la maturation de I’ARNr 9S, précurseur de I’ARNr 5S (Fig.
29) (Ghora et Apirion, 1978 ; Misra et Apirion, 1979 ; Coburn et Mackie, 1999 ; Ehretsmann et al., 1992 ; Lin-Chao et al.,
1994). Elle est aussi impliquée dans la maturation des ARNr 16S et 23 S (Fig. 29A) (Bessarab er al., 1998 ;
Li et al., 1999). D’autres travaux ont montré que la RNase E a un réle plus général dans le métabolisme
des ARN, et est considérée comme la principale endoRNase intervenant dans la maturation et la
dégradation des ARN messagers (pour revues, Coburn et Mackie, 1999 ; Grunberg-Manago, 1999 ; Regnier et
Arraiano, 2000). Elle intervient dans le controle de la réplication des plasmides portant le réplicon ColE1
qui s’effectue via ’ARN régulateur RNA I (Fig. 38A) (Lin-Chao et Cohen, 1991), dans le clivage des
queues poly (A) de transcrits (Huang er al., 1998 ; Walsh et al.,, 2001), dans la maturation de ’ARN M1,
sous-unité catalytique ARN de la RNase P, (Lundberg et Altman, 1995), et dans la maturation des ARNt et
de PARNtm (Li et Deutscher, 2002; Lin-Chao ef al, 1999 ; Ow et Kushner, 2002 ; Ray et Apirion, 1981). Le
caractere essentiel de cette enzyme pour la viabilité de la cellule a été attribué a son intervention dans
la maturation des ARNt (Ow et Kushner, 2002), mais ceci n’a pas ¢té confirmé (Deana et Belasco, 2004). 11 est
a remarquer que I'inactivation de la RNase E prolongerait la demi-vie chimique des ARNm totaux,
sans pour autant avoir un effet sur leur dégradation fonctionnelle (Ono et Kuwano, 1979). E. coli nécessite

au moins 10 % du taux de RNase E cellulaire pour étre viable (Jain e al., 2002).

I.1.a.p / Structure de la RNase E

La RNase E semble étre organisée sous forme d’un dimére de diméres, de 1061 acides aminés
par sous-unité : les domaines N-terminaux s’associent en dimeére de dimeres autour de 2 ions an',
alors que les domaines C-terminaux s’associent en dimeéres (Casaregola er al., 1992, Casaregola et al., 1994 ;
Callaghan et al., 2004 ; Callaghan ef al., 2005). Ainsi, les domaines N-terminaux se situeraient au centre du
dégradosome, tandis que les domaines C-terminaux, situés a I’extérieur, recruteraient autour d’eux les
autres composants du dégradosome (Fig. 32B). La formation du tétrameére est requise pour I’activité
catalytique de la RNase E mais chaque dimeére peut fixer I’ARN simple brin.

La RNase E a un poids moléculaire de 118 kDa, mais a une migration électrophorétique
apparente de 180 kDa sur gel de polyacrylamide SDS (Casaregola ef al., 1992, Casaregola ef al., 1994). Un
monomere comprend trois domaines, le domaine N-terminal (acides aminés 1-528), le domaine central

(500-752), et le domaine C-terminal (734-1061) (Fig. 27) (pour revue, Grunberg-Manago, 1999).
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Le domaine N-terminal porte I’activité catalytique de I’enzyme au niveau des acides aminés 1
a 498 et les ¢léments structuraux nécessaires a sa fixation sur I’ARN et a la catalyse (McDowall et Cohen,
1996 ; Taraseviciene et al., 1995). Ce domaine N-terminal est lui-méme décomposé en 3 domaines. Le
domaine S1 (résidus 37-119), présentant une homologie avec chacun des 6 domaines répétés de la
protéine ribosomale S1 (Bycroft ez al., 1997), est retrouvé dans un grand nombre de protéines impliquées
dans la traduction et dégradation des ARN, qui interagissent avec I’ARN en simple brin (Bycroft ez al.,
1997). La modélisation et la caractérisation structurale de ce domaine a permis d’identifier les résidus
Phe 57, Phe 67 et Lys 112 comme importants pour la liaison a I’ARN simple brin et pour son
autorégulation, résidus localisés en périphérie (Diwa ef al., 2002 ; Schubert et al., 2004). Les résidus Lys 37
et Tyr 60, requis plus particuliérement pour I’autorégulation, sont localisés au niveau de la surface de
dimérisation du domaine S1 (Schubert er al, 2004). Les deux mutations de la RNase E sensibles a la
température G66S (rne-1=ams-1) et L68F (rne-3071), localisées dans ce domaine S1, entrainent une
déstabilisation du domaine S1 seul, qui peut étre compensée, seulement a température permissive, par
des interactions additionnelles au niveau de la RNase E entiére, (Schubert et al., 2004). Ce domaine S1 de
liaison & PARN est suivi par une région riche en arginine (acides aminés 267-390), qui pourrait aussi
interagir avec I’ARN (Kaberdin ez al., 1998 ; Feng et al., 2002). Enfin, un motif cystéine conservé est localisé
en aval (404-411 ; CPxCxGxG@G). 11 forme une interface de dimérisation autour d’un ion zinc, et est
nécessaire pour I’activité catalytique de I’enzyme (Callaghan et al., 2005).

Le domaine central de la RNase E comprend une région riche en arginine (ARRBD pour
arginine-riche RNA binding domaine) (acides aminés 597-684), pouvant lier ’ARN in vitro (Kaberdin
et al., 1996 ; McDowall et Cohen, 1996; Taraseviciene ef al., 1995 ; Callaghan ef al., 2004). Au contact de I’ARN,
cette région se structurerait sous forme de fagots d’hélices (Callaghan et al., 2004). Elle interagirait
spécifiquement avec I’ARN structuré, recrutant le domaine catalytique N-terminal. Ceci faciliterait le
clivage a des séquences sous-optimales (Kaberdin et al., 2000 ; Lopez et al., 1999 ; Ow et Kushner, 2002). Ceci
est confirmé par le fait que cette région n’est pas nécessaire ni pour I’autorégulation, ni pour la
croissance cellulaire et ni a ’activité RNase (Diwa et al., 2002).

La partic C-terminale (acides aminés 734-1061), riche en proline et résidus acides, peu
structurée, sert d’échafaudage, entre autre, pour la formation du dégradosome (Vanzo er al., 1998 ;
Callaghan et al., 2004). Seule la région N-terminale semble étre conservée dans une variété d’espéces
bactériennes (Kaberdin er al., 1998 ; Lee et Cohen, 2003), ce qui pourrait suggérer que 1’assemblage du
dégradosome n’est pas essentiel a la dégradation des ARNm (Ow er al., 2000). Or, I’analyse par puces a
ADN de la stabilité des transcrits montre une variation d’expression lorsque cette région C-terminale
est délétée (Bernstein er al, 2004). Ainsi, la dégradation effective des ARNm requiert la partie C-

terminale de la RNase E, nécessaire a la formation du dégradosome (Lee et al., 2003).
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I.1.a.x / Mécanisme de clivage par la RNase E

La RNase E reconnait ses sites de clivages par deux mécanismes (Fig. 28) (Marchand et al., 2001 ;
Marujo et al., 2003 ; Baker et Mackie, 2003). Dans le premier cas, I’enzyme reconnait I’extrémité 5’
monophosphate du substrat, ce qui facilite la reconnaissance des sites de clivages en aval. Dans le
deuxiéme cas, I’enzyme reconnait un site de liaison interne de I’ARN. Ce mécanisme nécessite la
partie C-terminale de la RNase E, contrairement au premier mécanisme, et peut se réaliser avec une
RNase thermosensible. Dans ce cas, la dégradation est fonction des queues poly (A) situées en 3" des
ARNmM, elle est dite poly (A) dépendante (Marujo e al., 2003).

Le domaine catalytique de la RNase E est en contact avec son substrat via deux sites différents,
pouvant étre le domaine S1 (aa 36-118) et la région riche en arginine mineure (aa 267-390) de la
RNase E, ces deux régions ayant des traits structuraux connus pour réaliser les interactions
ARN/protéines. Le domaine S1 pourrait étre le point de contact avec I’extrémité 5’, la région riche en
arginine mineure pourrait interagir avec la séquence cible du substrat (Fig. 28A) (Feng et al., 2002).

Une fois fixée sur I’ARN, la RNase E procéderait a une lecture de I’ARN du c6té 3’ vers le
coté 5’ pour trouver les sites de clivages. En effet, la présence de nucléotides 2’-O méthylés a un site
de clivage permet la liaison du domaine catalytique, mais empéche le clivage au niveau de ce site et
des sites d’hydrolyse amont (Feng er al,, 2002). De méme, I’ARNm /acZ, codant la -galactosidase, muté
de fagon a n’étre plus traduit mais possédant une séquence SD qui interagit avec la sous-unité 30S du
ribosome, est dégradé en 3’ de la séquence SD. Par contre, la région 5’ en amont est fortement
stabilisée (Joyce et Dreyfus, 1998). La présence de la sous-unité 30S inhibe alors la progression de la
RNase E et des exoRNases.

1.1.a.8 / Spécificité de coupure de la RNase E

Différents éléments interviennent dans la reconnaissance des sites de clivages par la RNase E,

le clivage ayant lieu au moins a plus de 3 nucléotides de ’extrémité 3’ de I’ARN (Walsh ez al., 2001).

Influence de Pextrémité 5’ sur le site de clivage

La région 5° des ARN influence I’efficacité d’hydrolyse par la RNase E, montrant une
préférence pour les extrémités 5° monophosphorylées, puis triphosphorylées, sous forme simple brin,
double brin et enfin circulaire (Baker et Mackie, 2003). En effet, la circularisation de ’ARNm rpsT,
codant la protéine ribosomale S20, et I’ARNr 9S inhibe leur dégradation par la RNase E, qu’elle soit
purifiée ou intégrée dans le dégradosome (Mackie, 1998). De méme, la présence d’appariement en 5° de

’ARNm rpsT, due a la formation artificielle d’une structure tige-boucle ou la présence
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A : Représentation schématique des fonctions de différents domaines de la RNase E

zone d'interaction zone d'interaction
avec l'extrémité §' avec les structures
monophosphate site de clivage tige-boucles

ARNm
OH 3

B : Mécanisme d'entrée au niveau de l'extrémité 5' monophosphate

Figure 28 : Mécanisme de reconnaissance du substrat par la RNase E
(d'aprés Marchand et al., 2001).

A : Représentation schématique de la RNase E avec les différents domaines d'interaction avec les
régions 5' monophosphate et les structures tiges-boucles et la région catalytique.

B : Mécanisme de reconnaissance de 'ARNm par l'extrémité 5' monophosphate.

C : Mécanisme d'entrée de la RNase E au niveau d'un site interne de 'ARN.

L'ARN est représenté en rouge, la RNase E en orange, I'hélicase en vert et la PNPase en bleu. Les
domaines d'interactions avec les régions 5' monophosphate et les structure tige-boucles sont représentés
par un rectangle noir et violet, respectivement.
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I’oligodésoxynucléotide complémentaire & la région 5° linéaire, inhibe d’autant la dégradation qu’un
faible nombre de nucléotides reste non appariés en 5’ (Mackie, 1998). Enfin, I’introduction d’un
groupement triphosphate a 'extrémité 5’ de I’ARNm rpsT et de I’ARNr 9S ralentit d’un facteur 20 a
30 I’hydrolyse in vitro par la RNase E, qu’elle soit ou non intégrée dans le dégradosome (Mackie, 1998).

Récemment, Jiang et Belasco ont montré que I'extrémité 5° monophosphorylée active
I’efficacité catalytique de la RNase E, en particulier lorsque celle-ci est sous forme de multimére (Jiang
et Belasco, 2004). Dans ce cas, le site actif d’une sous-unité du multimére accélere le clivage de I’ARN
par le site actif d’une autre sous-unité. Ainsi, le clivage catalysé par une sous-unité générerait une
nouvelle extrémité 5° monophosphate déja liée a la RNase E, ce qui faciliterait ensuite le clivage en 3’
de cet ARN : ceci augmenterait la processivité de la dégradation des ARNm (Jiang et Belasco, 2004).

La RNase E est aussi capable de cliver les queues poly (A) des ARN, par un clivage
endonucléolytique (Walsh er al., 2001). Dans ce cas, la présence d’une extrémité 5’ triphosphate ralentit
au moins d’un facteur 30 la dégradation par le domaine N-terminal de la RNase E. Par contre, aucune
différence significative n’est observée dans le cas d’une dégradation par le dégradosome (Walsh er al.,
2001).

La reconnaissance de I’extrémité 5° par les différentes nucléases, comme la RNase E et la PAP
pour agir en 3’ de ’ARN peut étre liée a la localisation rapprochée de ces deux extrémités. En effet,
les programmes de prédiction de repliement de I’ARN ont tendance a prédire une structure secondaire
de I’ARN de fagon a ce que de longues interactions entre les extrémités 5 et 37 aient lieu (Schulz et

Reznikoff, 1990).

Influence de la séquence sur le choix du site de coupure

La RNase E est une RNase spécifique des régions simple brin riches en A et U, précédées ou
suivies de structure tige-boucles stables (Lin-Chao et al., 1994 ; McDowall e al., 1994 ; pour revues, Coburn et
Mackie, 1999; Cohen et McDowall, 1997 ; Grunberg-Manago, 1999). La RNase E agirait aussi en tant
qu’endoRNase des queues poly (A) et poly (U) in vitro (Huang et al., 1998) et in vivo (Walsh et al., 2001).

Des alignements de séquences hydrolysées par la RNase E révélaient I’existence d’une
séquence consensus 5’-(A/G)AUU(A/U)-3" (Ehretsmann et al., 1992), ou le nucléotide G situé un a deux
nucléotides en amont du site de clivage, améliore I’efficacité de clivage (Kaberdin er al., 2000 ; Redko et al.,
2003). L’utilisation d’oligomeres a permis d’identifier un motif partiellement dégénéré reconnu par le
domaine catalytique de la RNase E (1-498), ou la fléche représente le site de clivage (Kaberdin, 2003) :

5’(G,A)C,AN(G)(G,U,A) @ (A,U)C,UN(C,A)C,A) 3"
L’efficacité d’hydrolyse est alors proportionnelle a la similarité de la séquence testée a ce motif. La
RNase E nécessite aussi des régions simple brin de part et d’autre du site de clivage : au moins 5-6
nucléotides en 5°, et 3-4 nucléotides en 3’. L’augmentation de la longueur de la région en 5’ du site de

clivage sur un oligoribonucléotide améliore I’efficacité de clivage lorsque la séquence du site de
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Figure 29 : Maturation des ARN ribosomiques.

A : Modele de maturation des ARN ribosomiques (d'aprés Li e al., 1999, a et b). Les ARNT transcrits a
partir des deux promoteurs P1 et P2 sont clivés par la RNase IIl, puis par différentes RNases pour
conduire a la formation des ARNr 16S, 23S et 5S matures. Un seul clivage par la RNase IIl permet
d'individualiser les pré-ARNr 16S et 23S. Les endoribonucléases sont indiquées par des fleches, les
exoribonucléases par des "pacman". Les positions indiquent le clivage par rapport aux positions 5' et 3'
de I'ARNr 16S et I'ARNr 23S.

B : Structure secondaire du pré-ARNr 35S (d'aprés Cormack et Mackie, 1992). Seules, les structures tige-
boucles I et Il ont été démontrées expérimentalement. Les fleches indiquent les sites principaux de
clivage par la RNase E. Les clivages aux sites a et b sont a l'origine du pré-ARNr 5S. Les nucléotides
sont numérotés par rapport au site +1 d'hydrolyse par la RNase I1I. La séquence de I'ARNTr 5S n'est pas
indiquée. Les séquences soulignées, contenant les sites de clivages a et b, correspondent aux
oligoribonuclcotides 9Sa et 9Sb, respectivement (Kaberdin er al.. 2000).
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clivage est dégénérée par rapport a la séquence consensus, telle que pour des séquences de poly (A) ou

poly (U) (Kaberdin, 2003).

Influence des structures tiges boucles adjacentes au site de clivage

Les sites de clivages de la RNase E sont situés a proximité de structures en tige-boucle
adjacentes. Celles-ci peuvent améliorer I’efficacité de clivage soit en maintenant la conformation
simple brin de la région a cliver, soit en recrutant le domaine ARRBD de la RNase E, qui réalise une
lecture de ’ARN jusqu’au site de clivage, comme pour la maturation de I’ARNr 5S (Kaberdin er al.,
2000 ; pour revue, Carpousis et al., 1999). En effet, les ARN ribosomiques sont transcrits a partir de deux
promoteurs P1 et P2, pour chacun des 7 opérons que contient E. coli (Fig. 29A). Les premiers clivages
a la RNase III individualisent les pré-ARNr 58S, 16S et 23S. La synthése de I’ARNr 5S requiert un
clivage de ’ARNr 9S par la RNase E aux sites a et b (Fig. 29). In vitro, le clivage des
oligoribonucléotides correspondant aux régions a et b ne sont pas équivalents, bien que ces deux
régions soient simple-brin. L’ajout du nucléotide G, 1 a 2 nucléotide en 5’ du site de clivage b,
rapprochant le site b du motif consensus, augmente I’efficacité de clivage par la RNase E, en absence
des structures adjacentes. Les structures tige-boucles situées de part et d’autre du site b recrutent la
région centrale ARRBD de la RNase E. Ces structures adjacentes améliorent donc le clivage au niveau
du site b sous-optimal de I’ARNr 9S.

Les structures tiges-boucles adjacentes au site de clivage peuvent inhiber le clivage par la
RNase E. Par exemple, les oligoribonucléotides de 10 et 13 mers, contenant le site de clivage a la
RNase E de RNA I, voient leur efficacité de clivage multipliée par 20 en absence des structures tiges

boucles adjacentes.

I.1.a.e / Régulation de la synthése de la RNase E

Régulation de ’expression de la RNase E

La RNase E étant une enzyme essentielle, des variations de sa production peuvent empécher la
croissance cellulaire (Diwa er al, 2000). La RNase E autorégule sa synthése afin de maintenir une
concentration optimale. Ce mécanisme d’autorégulation dépend de fagon générale du taux de transcrits
polyadénylés intracellulaires (Mohanty et Kushner, 2002) et nécessite que le dégradosome soit intact pour
avoir une autorégulation efficace (Jiang er al., 2000 ; Mohanty et Kushner, 2002).

La RNase E est exprimée majoritairement a partir du promoteur pl situé 361 nucléotides en
amont du codon initiateur, et par les promoteurs p2 et p3 situés 34 et 145 nucléotides en amont de pl
(Ow et al., 2002). La région 5’ non traduite est requise pour une autorégulation correcte (Diwa et Belasco,

2002). L’ARNm issu du promoteur pl comporte 3 structure tige-boucles, hpl, hp2 et hp3, et trois
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a partir du promoteur p1 (d'aprés Diwa et al., 2002).

Les crochets délimitent les six domaines structuraux tb1, sbl, tb2, sb2, tb3, sb3. La séquence SD est

soulignée, le codon initiateur entour¢ d'un rectangle grisé. La partic de la tige-boucle tb2 requise pour
l'autorégulation est encadrée.
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séquences simple brin, en aval de chaque structure tige-boucle (Fig. 30), ou les structures tiges-boucles
hp2 et hp3 sont trés importantes pour I’autorégulation, en particulier hp2. La fusion de hp2 seule en
amont d’un site de liaison au ribosome du transcrit rne est suffisante pour lui conférer une
autorégulation. La boucle interne, située en amont de hp2 recruterait soit la RNase E soit un cofacteur
protéique associé qui facilite I’accés de la RNase E a un ou plusieurs sites de clivages situés sur le

transcrit rne (Diwa et Belasco, 2002).

Régulation de Pactivité de la RNase E

Différents effecteurs modulent I'activité de la RNase E. Lors d’une infection par le
bactériophage T7, la protéine kinase a sérine et thréonine, du domaine N-terminal du produit du géne
0.7, phosphoryle le domaine C-terminal de la RNase E, ce qui stabilise un ensemble de substrat a la
RNase E (Marchand er al., 2001). Récemment, il a été montré que ’activité RNase E est modulée par
I’intermédiaire de I’expression des génes rrad et rraB. La surexpression du géne rrad (regulator of
ribonuclease activity A) inhibe la RNase E, via une interaction avec le domaine N-terminal de
I’enzyme, et semble favoriser sa dégradation protéolytique, ce qui diminue la concentration de RNase
E (Lee er al., 2003). L’inhibition de la RNase E engendrée par RraA dépend aussi des substrats ARN.
Ainsi, la protéine RraA entraine une stabilisation de certains substrats a la RNase E, ce qui conduit a
une modification de I’expression des génes en fonction d’un stimuli de I’environnement (Lee er al.,
2003).

La température et le milieu de culture affectent aussi la dégradation par la RNase E : la stabilité
du transcrit rpsO est accrue dans un milieu minimum a 44°C aprés un shift de 15 min, par rapport a
un milieu riche a la méme température, ou un milieu riche ou minimum a 30°C (Le Derout et al., 2002).
Cette modulation d’activité de la RNase E pourrait résulter de la modulation de I’expression du facteur
RraA. La physiologie de la bactérie semble aussi influencer ’activité de la RNase E. En particulier,

I’anaérobiose affecte la maturation des ARN par la RNase E (Georgellis ez al., 1993).

I.1.a.¢ / Les homologues de la RNase E

Des homologues de séquences a la RNase E sont présents dans une variété d’espéces
bactériennes, d’Archaea et de plantes, et dans les cellules humaines, la plus forte homologie résidant
dans la partie N-terminale de la RNase E portant I’activité catalytique (Condon e al., 2001 ; Lee et Cohen,
2003). Chez les plantes, les protéines homologues seraient situées dans le chloroplaste, organelle
d’origine bactérienne. La protéine ARD-1 des cellules humaines, partageant des traits structuraux avec
la RNase E, peut permettre la survie de souches d’E. coli déficientes en RNase E (Wang et Cohen, 1994).

Les protéines homologues peuvent étre divisées en 4 groupes, suivant la position de la possible

région catalytique, et la présence ou I’absence de régions contenant des séquences riches en proline,

52



190 a 700 acides aminés

hpel E—

60 a 80 acides aminés 30 a 300 acides aminés

Dpell L T TSR] ]

320 a 560 acides aminés 170 a 370 acides aminés
hpetl [ ]

0 a 90 acides aminés

Typelv N |

Figure 31 : Classification des homologues de la RNase E/G (d'aprés Lee et Cohen, 2003).

Les domaines catalytiques potentiels des homologues de la RNase E/G sont représentés en rouges,

les domaines pouvant servir d'échafaudage en bleu. Les différentes tailles possibles de ces domaines
sont indiquées.



Introduction

arginine et résidus acides, qui peuvent servir d’échafaudage au dégradosome (Fig. 31) (Lee et Cohen,
2003). Dans les enzymes de type 1 telles que la RNase E d’E. coli, le domaine catalytique est localisé
en N-terminal, et le domaine d’échafaudage en C-terminal,. Dans les enzymes de type Il, présentes
chez les protéobactéries a, la partie d’échafaudage en C-terminale est raccourcie, et le segment riche
en proline, arginine et résidu acide interrompt le domaine S1 de la région catalytique (Lee et Cohen,
2003). Les enzymes de type 111, identifiées principalement chez les Actinobacter, contiennent la région
catalytique au centre de la protéine, comme la RNase ES de Streptomyces coelicolor. Les enzymes de
type 1V n’ont pas de région pouvant servir d’échafaudage, comme la RNase G d’E. coli, et ont une
taille de I’ordre de 375 a 515 acides aminés qui est inférieure aux autres protéines des autres groupes,
de 575 a 1340 acides aminés. Elles sont présentes dans les subdivisions 3 et y des protéobactéries, dont
les entérobactéries. Aucune protéine ressemblant a la RNase G n’a été retrouvée dans les génomes de
bactéries séquencées contenant la RNase E de type Il et I11. Ainsi, les types 1, II et 1II des homologues
de RNase E seraient orthologues, alors que la RNase G serait un paralogue de la RNase E (Lee et Cohen,
2003).

Lorsque les bactéries ne présentent pas d’homologues a la RNase E, elles semblent posséder
une RNase M5. C’est le cas du groupe des bactéries a Gram positif a faible G+C, telles que B. subtilis
et la spirochéte Borrelia burgdorferi (Condon et al., 2001). Cette endoRNase intervient dans la maturation
de ’ARNTr 58S, au niveau de région double-brin. Dans ce cas, la maturation de I’ARNTr 58S est réalisée
via un clivage unique réalisé par la RNase M35, alors que chez E. coli, elle comprend un clivage a la
RNase E suivi d’une dégradation exoribonucléique par la RNase T (Condon er al., 2001). La présence de
I'un ou de I'autre systéme de maturation de I’ARNTr 58 est corrélée a la nature simple brin ou double
brin du site de clivage de la molécule précurseur. Quelques bactéries possédent a la fois un homologue
a la RNase E et une RNase M5, comme Clostridium difficile ou Clostridium acetobutylicum, ou les
différents précurseurs d’ARNr 5S peuvent étre clivés par les deux types d’enzymes, alors que d’autres

organismes, en particulier le groupe des Archaea, n’ont ni I’'une ni I’autre.

1.1.b / La RNase G

I.1.b.a / Role de 1a RNase G

Originellement découverte comme le produit du géne caf4 (cytoplasmic axial filament), dont la
surexpression induit la formation de filaments axiaux cytoplasmique, cette endoRNase présente une
forte similarité¢ de séquence aux 498 premiers acides aminés de la RNase E (49.5% de similarité de
séquence et 34.1% d’identité de séquence en acides aminés (McDowall et al., 1993 ; Li et al., 1999 ; Okada et

al., 1994 ; Wachi et al., 1997). Elle présente des mécanismes catalytiques similaires a la RNase E (Tock et
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al., 2000 ; Jiang et al., 2000), mais sa délétion n’est pas Iétale contrairement a la RNase E (Li er al., 1999;
Wachi et al., 1999). Elle n’a qu’un réle limité dans la maturation des ARN, tel que la maturation en 5’ de
I’ARNr 16S (Li et al., 1999 ; Wachi et al., 1999), et dans la dégradation des ARNm, tel que les ARNm eno
(Kaga et al., 2002), adhE (Umitsuki ef al., 2001). La maturation de 11 transcrits d’E. coli sur 4405 transcrits
analysés par puces a ADN est affectée par I'inactivation de la RNase G (Lee er al.,, 2002). La majorité de
ces transcrits sont préalablement clivés par la RNase E ou la RNase 1II, comme les transcrits
polycistroniques ndh, panB, ahpF et les transcrits monocistroniques eno et adhE. Ainsi, la RNase G ne
pourrait dégrader les ARNm, que s’ils sont précédemment clivés (Ow er al, 2003). Ceci pourrait
s’expliquer par I’absence de la partic C-terminale de la RNase E qui ne permet pas a la RNase G
d’utiliser le mécanisme d’entrée interne de la RNase E. Le réle secondaire dans la dégradation des
ARNm attribué a la RNase G est aussi lié a sa faible concentration intracellulaire [inférieure a 5 % de
la RNase E (Lee er al, 2002)], mais majoritairement a sa spécificité de séquence. En effet, la
surproduction de RNase G plus de 100 fois, ne peut compenser I’absence de RNase E in vivo. Par
contre, la complémentation est réalisée par la surproduction d’un variant de la RNase G ayant une
extension soit N-terminal, telle que MRKGINM, soit C-terminale, telle que GHHHHHH. L’extension
GHisg déstabiliserait la structure tertiaire de 1’enzyme, puisque la vitesse de sédimentation est plus
lente (Briant ez al., 2003). La variation de la structure tertiaire de la RNase G lui permettrait alors de
cliver des ARN cellulaires importants pour la viabilité de la bactérie, dont I’efficacité de maturation ou

de dégradation requiert la RNase E (Deana et Belasco, 2004).

I.1.b.B / Structure de la RNase G

La RNase G existe principalement sous forme de dimére en solution, en équilibre avec un petit
pool de monomeére et tétramere et multimere plus important, le poids moléculaire de son monomere est

de 55 kDa (489 aa) (Briant er al., 2003 ; Deana et Belasco, 2004). Elle est active sous forme oligomérique.

1.1.b.y / Spécificité de coupure de la RNase G

La RNase G clive les régions riches en A-U simple brin seulement si I’extrémité 5* de ’ARN
est monophosphorylée (Jiang et al., 2000 ; Tock et al., 2000). Cette préférence de clivage des substrats
monophosphorylés serait une propriété conservée au cours de I’évolution par la partie N-terminale de
la RNase E, puisqu’elle est retrouvée aussi bien pour la RNase G que pour SynRne, I’homologue de la
RNase E de Synechocystis (Jiang et al., 2000). Sa fonction se superpose a la RNase E, puisque la RNase
G clive TARN RNA I et ’ARNm ompA aux sites reconnus par la RNase E. Par contre, la RNase G ne

clive pas le pré-ARNr 5S au site a, sauf si la séquence est isolée sur un décanucléotide. Ainsi, la
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RNase G est inhibée par la structure secondaire des ARNm (Tock et al., 2000). Elle ne montre pas de

directionalité de clivages, pour les mémes substrats que la RNase E (Feng er al., 2002).

I.1.b.§ / Régulation de la RNase G

La RNase G est régulée au niveau de la quantité de transcrit par la RNase E : la délétion de la
RNase E multiplie par 4 la quantité de transcrits rng codant la RNase G (Lee et al., 2002) et de protéines
RNase G. L’activité de la RNase G, contrairement a la RNase E, n’est pas régulée par la protéine RraA

(Lee et al., 2003).

I.1.c/le dégradosome

La purification de la RNase E a permis de montrer qu’elle interagit spécifiquement avec
d’autres protéines pour former une macrostructure spécialisée dans la dégradation des ARN: le
dégradosome (Fig. 32B). Ce complexe contient les composants majeurs suivants : la RNase E, la
PNPase, I’hélicase RhIB et I’énolase. L hélicase RhIB, de la famille des protéines a boite DEAD,
désapparie les structures tige-boucle en consommant de ’ATP, ce qui facilite la dégradation des
substrats structurés par la PNPase (pour revue, Rocak et Linder, 2004). L hélicase RhIB semble faciliter la
dégradation des ARNm sans dégradosome par la RNase E (Khemici er al, 2005). Elle nécessite
d’interagir avec la RNase E pour présenter une activité ATPase (Py et al., 1996 ; Vanzo er al., 1998). La
PAP est aussi capable d’interagir avec la RNase E (Raynal et Carpousis, 1999). La PNPase, la PAP et la
RNase E sont toutes les trois affectées positivement par la phosphorylation en 5° des ARNm, bien que
leur action se situent a I'extrémité 3° des ARNm. Ainsi, I’extrémité 3° du transcrit pourrait étre
apportée a proximité des sites de clivages par les protéines du dégradosome (Feng er al., 2002).
L’énolase, enzyme de la glycolyse générant de I’ATP, serait fixée sous formes de diméres au niveau
de la région 816-1038 de la RNase E (Callaghan et al., 2004). Elle intervient aussi dans la dégradation des
ARN (Bemstein er al., 2004 ; Morita et al., 2004b). En particulier, sous des conditions de stress lides a
I’accumulation d’un sucre phosphaté, ’ARNm ptsG est rapidement dégradé. Cette régulation post-
transcriptionnelle nécessite la partie C-terminale de la RNase E et I’énolase. Le rdle de 1’énolase n’est
cependant pas encore connu.

D’autres protéines sont retrouvées en quantité sous-stoechiométrique dans le dégradosome
telles que les protéines chaperones DnaK et GroEL, la polyphosphate kinase (PPK), I’hélicase a boite
DEAD CsdA (pour revues, Carpousis ef al., 1999 ; Symmons ef al., 2002). Les protéines chaperones DnaK et
GroEL, connues pour faciliter le repliement des protéines, pourraient avoir un role dans ’assemblage
du dégradosome (Miczak er al., 1996 ; Blum et al., 1997). La PPK, qui catalyse réversiblement la formation

de polyphosphate a partir d’ATP, pourrait réguler ’activité du dégradosome par I’intermédiaire de la
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Figure 32 : Comparaison de I'exosome, du dégradosome et du complexe RNP100 du chloroplaste
(Callaghan et al., 2004 ; pour revue, Symmons ef al., 2002).

Les sous-unités exoRNase sont indiquées par des cercles, avec des bouches de "pacman”, les activités
phosphorolytiques sont indiquées en bleu, les RNases hydrolases par les autres couleurs. La position de
I'"ARN suggérée dans le complexe est indiquée par une ligne en pointillés. Les hélicases sont indiquées
par une figure en forme de H, les autres composants sont indiqués par des boites.

A : L'exosome de S. cerevisiae : son noyau comprend 6 exoRNases phosphorolytiques (Rrp441p,
Rrp42p, Rrp43p. Rrpd5p, Rrp46p et Mtr3p), deux exoRNases hydrolytiques (Rrpdp et Rrp43p) et la
proté¢ine Csldp d'activité inconnue. L'exonucléase hydrolytique Rrp44p s'associe a I'exosome a la fois
du noyau et du cytoplasme, soit directement a I'exosome, soit par I'intermédiaire de 'ARN. La partie
supérieure du dessin indique les composants spécifiques de I'exosome du noyau et du cytoplasme.

B : Le dégradosome d'E. coli : la partie C-terminale de la RNase E permet l'association avec les autres
composants du dégradosome. La copic des composants formant le dimére est indiquée en grisé. 1
comprend les composants additionnels tels que la polyphosphate kinase (PPK). la poly (A) polymérase,
ct la prot¢ine CsdA.

C : Le complexe exoRNase RNP100 de chloroplaste : le noyau est compos¢ d'un dimére de triméres de
PNPasc. Unc activité endoRNase associée avec l'activité exoRNase a été décrite, mais ne proviendrait
pas de la protéine p67 isolée au départ.
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concentration de polyphosphates (Blum er al., 1997). L’hélicase CsdA, induite lors d’un choc au froid,
interagit avec la RNase E au niveau d’un site différent de I’hélicase RhIB, avec une plus faible affinité,
et peut se substituer a I’hélicase RhIB au niveau du dégradosome in vitro (Khemici et Carpousis, 2004 ;
Prud’homme-Généreux et al., 2004). In vivo, le dégradosome pourrait contenir soit I’'une ou I’autre hélicase,
soit les deux types d’hélicases comme pour le dégradosome de Rhodobacter capsulatus (Jager et al.,
2001). La RNase E est aussi capable d’interagir avec la protéine ribosomale S1 (Feng er al, 2001). Le
dégradosome contient aussi, des ARNm en cours de dégradation, de courts fragments d’ARN stables,
fortement structurés. Ceci pourrait impliquer un contrdle qualité du dégradosome pour la biogenése
d’ARN stables.

Par différentes approches de microscopie électronique, il a été montré que le dégradosome
existe in vivo, et est associé¢ a la membrane, via la partie N-terminal de la RNase E (Liou er al., 2001). La
PNPase et I’énolase étant en large exces, vis-a-vis de la RNase E, ces protéines sont retrouvées
majoritairement sous forme non liées a la RNase E. Par contre, I’hélicase RhIB est présente en quantité
quasi équimolaire 4 la RNase E, a tous les stades de croissance (Liou er al., 2001). L’hélicase RhIB se lie
plus fortement a la RNase E et a elle-méme pour former des homodimeres qu’a la PNPase (Liou er al,
2002). Ceci est en faveur de la formation du dégradosome par rapport aux mini-machines composées de
I’association RhIB/PNPase capables de dégrader les intermédiaires de dégradation qui ont des
structures secondaires trés stables. De plus, dans un mutant pcnB’, les mutations de la RNase E
interrompant 1’interaction avec soit I’hélicase RhIB, soit la PNPase, a les mémes effets que les mutants
délétés de I’hélicase RhIB ou de la PNPase sur la dégradation de la séquence REP de malE. Ceci
conforte I'idée que I’hélicase RhIB et la PNPase agissent ensemble dans le dégradosome, in vivo
(Khemici et Carpousis, 2004).

L’analyse de la stabilité des ARN totaux d’E. coli par puces a ADN montre que les parties C-
terminales de la RNase E, la PNPase, 1’énolase et I’hélicase RhIB sont requises pour une dégradation
normale des ARN, puisque la mutation de chacun de ces éléments affecte différemment la stabilité des
ARN individuels (Bemstein ef al., 2004). La PNPase et la partic C-terminale semblent avoir des actions
combinées dans la dégradation des ARNm impliqués dans la glycolyse. Ainsi, la délétion de la PNPase
conduit a une stabilisation d’un facteur 2 des ARNm pgk et fbad, et la délétion de la partie C-terminale
conduit & une stabilisation, moins importante que celle observée lors de la délétion de la PNPase, des
ARNm gapA, epd et fbad. Ces deux éléments affectent aussi la stabilité de ’ARNm eno codant
I’énolase, enzyme qui appartient aussi au dégradosome. Ainsi, la stabilité de ’ARNm eno intégre les
activités de la RNase E et du dégradosome d’un coté, et celle de la RNase G de 'autre c6té. La
délétion de I’énolase conduit a une stabilisation des transcrits impliqués dans Dentrée et le
métabolisme de nombreuses sources de carbone, comme le glycérol, le galactitol, le mannose, le

maltose et le fructose (Bemstein er al., 2004). De fagon surprenante, ces transcrits sont déstabilisés par la
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délétion de la partie C-terminale de la RNase E. Ainsi, la dégradation de ces transcrits ne serait pas

réalisée de fagon coordonnée par les différents éléments du dégradosome.

Une structure ressemblant au dégradosome, sans PNPase, a été mise en évidence chez
Rhodobacter capsulatus (Jager et al., 2001). Chez Streptomyces coelicolor, ’homologue RNase ES
possede des segments riches en proline et arginine, ressemblant a la partie C-terminale de la RNase E
qui interagissent avec I’homologue de la PNPase de S. coelicolor. Ceci suggeére I'existence de
complexes ressemblant au dégradosome dans les bactéries a Gram positif (Lee et Cohen, 2003).

Différents complexes protéiques, appelés exosomes, spécialisés dans la dégradation des ARN
de 37 vers 5°, ont également été mis en évidence dans les cellules eucaryotes (pour revues, Carpousis e al.,
1999 ; Symmons er al, 2002). Les exosomes du cytoplasme et du noyau, isolés de S. cerevisiae,
comprennent principalement des exoRNases (Fig. 32A), de méme que le complexe mitochondrial
mtEXO (pour revue, Carpousis ef al., 1999 ; Symmons ef al., 2002). Des composants équivalents a 1’exosome
de S. cerevisiae ont été découverts dans les cellules de mammifeéres (Chen er al., 2001).

Le complexe protéique mis en ¢évidence dans le chloroplaste d’épinard serait constitué¢ d’un
dimere de trimére de PNPase avec peut-étre une association réversible avec une endoRNase (Fig.
32C). Différentes expériences de modélisation suggérent que ces exosomes utilisent la PNPase comme

structure d’échafaudage au lieu de la RNase E (Aloy et al., 2002).

I.2 / La RNase III

La RNase III réalise aussi I’initiation de la dégradation des ARN chez E. coli.

I.2.a/ Role de la RNase 111

Les protéines de la famille RNase 1II sont des endoRNases qui clivent les régions d’ARN
double brin (ARNdb). Elles interviennent dans la maturation des ARN et le mécanisme d’ARN
interférence, entre autre (Lamontagne et Elela, 2004; pour revues, Zamore, 2001 ; Carmell et Hannon, 2004). Elles
sont largement conservées chez les bactéries et chez les eucaryotes mais aucun homologue n’a été
retrouvé chez les Archaea (Tableau 2) (pour revues, Conrad et Rauhut, 2002 ; Condon et Putzer, 2002). Les
membres de la famille RNase I1I sont divisés en trois classes par le nombre de domaines endoRNases
qu’ils possédent, et par la présence de domaines accessoires qui modulent leur activité (pour revue,
Carmell et Hannon, 2004). Ainsi, les RNases III procaryotes ne contiendraient que les enzymes de classe I,
c¢’est-a-dire un seul domaine endoRNase 1ié a un domaine de liaison a I’ARN double brin (Fig. 33).

Les enzymes de classes 11, telle que Drosha, présentes chez les vertébrés, possédent deux domaines
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Figure 33 : Les différentes classes d'homologues de la RNase 111 et leurs différents domaines
(d'apres Carmell et Hannon, 2004).

Les domaines dsRBD sont les domaines de fixation a I'ARNdb, Sérine Arginine : le domaine riche en
arginine et s¢rine, Proline : le domaine riche en proline, et RIII : les domaines endonucléases. Le site
catalytique inactif est symbolisé par x. Le domaine DUF283 est un domaine de fonction inconnue,
tandis que le domaine PAZ est impliqué dans le mécanisme d'ARN interférence.
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endoRNases, un domaine de liaison a ’ARNdb en C-terminal, et une extension en N-terminale. Chez
I’homme et la souris, cette extension de I’enzyme contient deux domaines pouvant étre impliqués dans
des interactions protéines-protéines : le domaine riche en proline et celui riche en sérine et arginine.
Les enzymes de classe II et I1I sont impliquées dans le mécanisme d’ARN interférence. Les enzymes
de classe Ill, d’environ 200 kDa, se distinguent des enzymes de classes Il, par la présence
supplémentaire d’un domaine hélicase en N-terminal a boite DEXH, un domaine de fonction inconnue
DUF283, et un domaine PAZ. Ce domaine PAZ doit son nom aux 3 protéines Piwi, Argonaute et
Zwille, de la famille de protéines Argonautes impliquées dans les complexes d’ARN interférence (pour
revue, Carmell et Hannon, 2004). Il est & noté qu’un seul des deux domaines endoRNases est actif dans

cette classe d’enzyme.

Chez E. coli, la RNase 1II (EC 3.1.24) est codée par le géne rnc. C’est un homodimére
compos¢ de 2 sous-unités de 226 acides aminés et 25.6 kDa (pour revue, Conrad et Rauhut, 2002). Sa
principale fonction est la maturation des ARNTr. Elle intervient aussi dans la maturation des ARNt, et
des ARNm, d’ARN phagiques, et dans les mécanismes de régulation du nombre de copies de certains
plasmides (pour revue, Conrad et Rauhut, 2002). Son inactivation n’affecte pas la demi-vie des ARNm
totaux (Babitzke et al, 1993), mais modifie le taux d’environ 10 % des protéines détectées par gel
d’électrophorése (Gitelman et Apirion, 1980). Sa délétion entraine néanmoins un ralentissement de la
vitesse de croissance. Ceci serait di a une diminution de la capacité de synthése protéique, liée a la
présence d’ARNr 23S incomplétement maturés dans les sous-unité 50S des ribosomes (pour revue,
Nicholson, 1999). Il a aussi été montré que la RNase 111 exerce une fonction régulatrice dans la cellule, a
travers un substrat particulier, sans clivage de ’ARN comme cela I’a été observé dans le cas du géne
codant la protéine clIl du phage A (Altuvia er al., 1987). La bactérie E. coli contient environ une centaine

de dimére de RNase 111 par cellule, qui s’associeraient aux ribosomes (pour revue, Nicholson, 1999).

1.2.b / Spécificité de clivage de la RNase 111 d’E. coli

La RNase III est spécifique des régions d’ARN formant des doubles hélices, situées
principalement en amont du site d’initiation de la traduction. La longueur des hélices, de forme A, de
I’ARNdb doit étre au moins d’un tour complet (> 11bp), la longueur minimale est une tige-boucle de
12 bp (pour revue, Nicholson, 1999). Ainsi, un dérivé de ’ARN R1.1 du phage T7, de 12 bp, peut étre clivé
efficacement in vitro (Fig. 34, A et B). La longueur de I'hélice ne change pas le site de clivage : la
RNase 111 identifie son substrat a travers des traits de séquences et de structures spécifiques, appelées
¢épitopes de réactivité. Par alignement de séquences, il a été montré que la présence de liaisons
Watson-Crick au niveau des boites proximales, de 3 bp de long, et des boites distales, de 2 bp de long,

inhibent la reconnaissance et donc le clivage de I’ARN (Fig. 34B) (Zhang et Nicholson, 1997). Elles
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Figure 34 : Caractérisation des sites d"hydrolyse par la RNase I11.

Les sites de clivages sont indiqués par des fléches, la taille des fleches reflétant I'efficacité d'hydrolyse.

A : Structure de 'ARN RI1.1 du phage T7 et ses sites de clivages a la RNase I1I (pour revue, Nicholson,
1999).

B : Influence de la longueur de la double hélice d'ARN. Un variant de I'ARN R1.1 possédant
uniquement des liaisons Watson-Crick au niveau du site de clivage a été réalisé (R1.1(WC)), ce qui a
permis de déterminer la taille minimal d'un substrat pour la RNase III (mini substrat R1.1) (pour revue,
Nicholson, 1999).

C : Influence de la séquence sur l'efficacité de coupure par la RNase 11 (d'aprés Zhang et Nicholson, 1997). |
: séquence antidéterminante, limitant I'hydrolyse symbolisée par les fleéches barrées. Les séquences qui
limitent l'efficacité de coupure sont encadrées et appelées PB (boite proximale) ou DB (boite distale).

S correspond a un résidu C ou G, S' son nucléotide complémentaire. N et N' sont des nucléotides
strictement complémentaires, ¢t n et n' sont des nucléotides non nécéssairement complémentaires. 2 :
dégénérescence des séquences hydrolysées par la RNase 111, H et H' correspondent a des résidus A, G
ou U avec D' et D leur nucléotide complémentaire (U, C ou A). B est un résidu C, G ou U avec son
nucléotide complémentaire V' (G, C ou A). W est un résidu A ou U, avec W' son nucléotide
complémentaire.

D : Influence de I'asymétrie sur le site de clivage. L'utilisation de séquences aléatoires montrent que le
site de clivage est li¢ a la nature de I'asymétrie de la boucle (Calin-Jageman et Nicholson, 2003a).
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auraient un role d’antidéterminant : elles participeraient a la sélection du site de clivage en protégeant
les ARN de clivages non désirés (pour revue, Nicholson, 1999). La sensibilité aux positions W-C est a
rapprocher a la capacité de la RNase Il a cliver des ARNdb avec une large vanété de séquences.
Quelques substrats issus du bactériophage T7, comme I’ARN RI1.1, contiennent une boucle interne,
avec une asymétrie (4/5), ou le clivage est réalisé dans le brin de 5 nucléotides (Fig. 34A) (Calin-
Jageman et Nicholson, 2003a). Le clivage ainsi réalisé engendre une structure tige-boucle en 3’ qui stabilise
la séquence amont. C’est I"asymétrie (4/5) de la boucle interne qui dirige le clivage de la laison
phosphodiester spécifique, dans le fragment de 5 nucléotides de la boucle interne, et non la séquence
de nucléotides (Fig. 34D), puisque les structures tiges-boucles (3/4) et (5/6), de séquences aléatoires,
favorisent au contraire, un clivage en 5” de la structure tige-boucle. Par contre, lorsque les variants de
séquences aléatoires contiennent des boucles internes symétriques, ils sont clivés sur les deux brins
(Fig. 34E) (Calin-Jageman et Nicholson, 2003a). La présence d’une structure « base non appariée-hélice-
base non appariée » sur un variant de ’ARN de R1.1 permet de fixer la RNase III avec la méme
affinité, mais conduit & une inhibition de P’activité de clivage (Fig. 34F) (Calin-Jageman et Nicholson,
2003b). Cette structure est un antidéterminant catalytique, inhibant le domaine N-terminal de la RNase
II1 (Blaszezyk et al., 2004).

Ainsi, les sites de clivages de la RNase 111 sont déterminés par la position du site de fixation de
I’enzyme, qui est gouverné par les éléments de séquences de la double-hélice. La présence d’une
boucle interne, pouvant étre considérée comme un épitope de réactivité secondaire, dirigerait le motif

de clivage plutét que I’activité elle-méme (Calin-Jageman et Nicholson, 2003a).

1.2.c / Structure de la RNase 111 de classe 1

Chaque sous-unité de la RNase III est décomposée en deux domaines chez E. coli. Le domaine
N-terminal, correspondant aux deux tiers de I’enzyme, porte 1’activité catalytique, et le domaine C-
terminal porte le motif de liaison a I’ARN double brin (ARNdb) (dsRBD : double strand RNA Binding
Domain). La délétion de ce motif réduit I’affinité pour I’ARNdb in vitro, et exerce une inhibition de
clivage du substrat a la fois in vitro et in vivo (Sun et al., 2001). La structure, obtenue par analyse de la
diffraction aux rayons X, du domaine dsRBD d’une protéine de liaison a I’ARN de Xenopus et de
I’ARNdb, montre que ce domaine interagit avec les deux sillons mineurs et le sillon majeur
intermédiaire (Fig. 35A). Dans ce cas, de nombreux contacts ARN-protéine impliquent des
groupements 2’0OH sur les deux brins de ’ARN : ceci expliquerait la reconnaissance sélective de
I’ARNdb, et I'insensibilité générale a des séquences spécifiques.

La structure du domaine endoRNase de Aquifex aeolicus montre que le dimére est formé par de
nombreuses interactions hydrophobes, et maintenu par une jonction « balle et panier », jonction

ressemblant a celle réalisée entre deux morceaux de puzzle (Fig. 35D). La balle représente la chaine
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Figure 35 : Structure du domaine endonucléase de la RNase 111 de classe 1 d'Aquifex aeolicus et
modéle de liaison avec I' ARN (d'aprés Blaszezyk er al., 2001; Blaszczyk et al., 2004 ; pour revue, Zamore, 2001).

A : Structure du complexe du domaine ds-RBD de Xenopus laevis avec I'ARN a 1.9A.

B : Modele hypothétique du complexe de la RNase Il d'4. aeolicus avec 'ARNdb, a partir de la
structure du domaine endonucléase d'A. aeolicus. Les ions Mg2* catalytiques sont représentés par des
sphéres violettes.

C : Structure du complexe Aa-RNaselll-E110K/ARNdb. La RNase 111 est constituée des hélices o et
les feuillets B. Les deux brins de I'ARN, en vert et bleu, respectivement, sont sous forme de balle et
batonnet. Le domaine endonucléase est en jaune et cyan pour la sous-unit¢ A et B, respectivement,
alors que le domaine dsRBD est en vert et bleu, pour les sous-unités A ¢t B, respectivement. La double
hélice d'ARN associée au dimére A est en vert, celle associée au dimére B est en bleu.

D : Modele de clivage endonucléolytique de I'ARNdb par les RNases 1l de classe I. Les deux sous-
unités de la RNase I11, en bleu et rouge respectivement, sont liées entre clles comme un puzzle, via
deux liaisons de type "balle et panier”. La balle représente la protubérance, alors que le panier indique
le creux fixant la balle. L'ARNdb est indiqué par un double-trait, les sites de clivages sont représentés
par une paire de ciseaux.
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latérale hydrophobe de la phénylalanine 41, le panier étant formé par les chaines latérales des résidus
V52,V56, L67, S68 et K71 (Blaszezyk et al., 2001). Une vallée est alors formée par la réunion des deux
sous-unités, dont la taille correspond avec la taille du substrat double brin (Fig. 35, B et D).

Le domaine catalytique de la RNase 11l peut hydrolyser une liaison phosphodiester en absence
du domaine dsRBD, avec la méme spécificité que 1’holoenzyme (Sun et al., 2001). Lactivité catalytique
requiert un ion métallique divalent, de préférence Mg*', et un ou plusieurs groupements acides. L’ion
divalent stabiliserait le complexe enzyme substrat, et est requis pour la catalyse : cet ion pourrait
générer I’hydroxyle nucléophile nécessaire a la réaction d’hydrolyse (Campbell er al, 2002b). Les
alignements d’acides aminés de RNase III montrent 7 résidus acides aspartiques ou glutamiques
conserves @ E38, E41, D45, E65, E100, D114, E117. La structure du domaine N-terminal d’Aquifex
aeolicus montre que les résidus acides correspondant aux résidus E41, D114 et E117 d’E. coli
interagissent avec I’ion métallique. Cet ion métallique entraine un réarrangement des chaines latérales
des résidus acides du site actif, ce qui conduit a I’obtention de deux sites de clivages de part et d’autre
de la vallée (Blaszczyk er al., 2001). Le glutamate 117 est essentiel pour la fixation de I’ion magnésium,
donc pour I’hydrolyse de la liaison phosphodiester mais aussi pour la fixation de ’ARN double-brin
au niveau du domaine endonucléase (Blaszezyk er al., 2004). En effet, la structure du mutant E110K d’A4.
aeolicus, correspondant au mutant E117K d’E. coli (mutation rnc70), montre que ce mutant s’associe
avec I’ARNdb au niveau des domaines dsRBD, mais elle ne peut pas interagir avec I’ARNdb au
niveau de ses domaines endoRNases (Fig. 35C). Les résidus E41 et D114 semblent avoir une fonction
redondante et beaucoup moins importante pour la fixation du métal (Blaszezyk er al., 2001 ; Sun et
Nicholson, 2001 ; Sun ef al., 2004). Le résidu D45, essentiel a la catalyse, semble déprotoner la molécule
d’eau liée au métal pour créer I’espéce réactive. Les résidus E38 et E65 participent a créer une forte
charge négative a proximité des sites actifs, et amélioreraient I’affinité de I’ion métallique pour son
site (Sun er al, 2004). Le résidu E100 appartient a une région stabilisée par la fixation de I’ion
métallique. Son réle n’est pas encore connu, mais la mutation E100A conduit a une augmentation de la

concentration en ion métallique requis, et une variation de I’activité catalytique.

I1.2.d / Mécanisme de clivage de la RNase 111 d’E. coli

Le modéle de reconnaissance suivant a été proposé : la RNase 111 reconnait I’ARNdb par un de
ses deux domaines de liaison a I’ARNdb. Lorsque la longueur de I’ARNdb est suffisamment
importante et ne contient pas de séquences inhibitrices (antidéterminants), la RNase III semble
s’isomériser grace a son domaine flexible reliant les domaines N et C-terminaux, et 1’affinité entre
I’ARNdb et le domaine N-terminal. L’ARNdb se fixe alors au niveau de la vallée formée par les deux
sous-unités. La RNase Il coupe chaque brin de la double hélice de fagon asymétrique par

I'intermédiaire de ses 4 sites catalytiques, pour conduire a la production de fragments d’ARN
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présentant une extrémité 5’ monophosphate et une extrémité 3’OH (pour revue, Nicholson, 1999). Le
clivage génére un fragment d’ARNdb de 9 pb, avec a chaque extrémité 3’OH deux bases simple brin
(Blaszezyk et al., 2001). La liaison et la catalyse de la réaction sont associées a un changement structural
de la protéine, 1’étape limitante de la réaction serait le changement structural qui précéde ou suit la
dissociation des produits de clivage (Campbell ef al., 2002b). En faveur de ce mécanisme, la structure du
mutant E110K d’Aquifex aeolicus avec I’ARNdb montre une différence d’orientation de 90° des
domaines de liaison a I’ARNdb par rapport a la structure de la RNase III sauvage avec I’ARN d’4.
aeolicus (Fig. 35, B et C) (Blaszczyk et al., 2004).

I.2.e / Régulation de I’expression et de I’activité de la RNase 111

Chez E. coli, le géne rnc est localisé en amont de 1’opéron rnc-era-recO (Fig. 36A). Le géne
era code une protéine de liaison au GTP avec une activité GTPase, et est essentiel pour la croissance
d’E. coli. Le produit du géne recO participe dans la recombinaison RecF et les voies de réparation
(pour revue, Grunberg-Manago, 1999).

La RNase III autorégule son expression via un clivage dans la région 5’ non traduite (Matsunaga
et al., 1996). En effet, I’ARNm est stabilisé par un facteur 10 dans un mutant rnc par rapport a la souche
sauvage. La région 5 non traduite de I’ARNm rnc comporte trois structures tige-boucle TB1, TB2 et
TB3 ou TB2 et TB3 sont séparées par une séquence simple-brin contenant la séquence nécessaire a
I’initiation de la traduction du géne rnc (Fig. 36B). La RNase III clive au niveau de TB2, ce qui
¢limine la structure tige-boucle TB1 et génére une extrémité 5’monophosphate. Ceci conduit a une
dégradation rapide de I’ARNm rnc.

La RNase III est aussi régulée au niveau de son activité via une phophorylation par la protéine
kinase a sérine et thréonine, activité portée par le domaine N-terminal de la protéine codée par le géne
0.7 du bactériophage T7. Cette phosphorylation conduit & une augmentation d’un facteur 4 de
I’activité de clivage des ARN double brins (pour revues, Grunberg-Manago, 1999 : Conrad et Rauhut, 2002),
mais aussi des ARN possédant une boucle interne (4/5), fréquemment retrouvés dans les ARN du
bactériophage. Ce clivage permet la formation d’une structure tige-boucle en 3’ de I’ARN, ce qui
protége les séquences amont et favorise la traduction des ARN matures, et donc les ARN du

bactériophage (Calin-Jageman et Nicholson, 2003a).

I.3 / Les exoRNases 3'-5' : la RNase II, la RNase R et la PNPase

Trois exoRNases 3’-5" sont impliquées dans la dégradation totale des ARN (Donovan et Kushner,

1986; Cheng et Deutscher, 2005), la RNase II et la RNase R, possédant une activité hydrolytique, et la
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Figure 36 : Autorégulation de la production de RNase I1I (d'aprés Matsunaga ez al., 1996).

A : Représentation schématique de l'opéron rnc. Les différentes ORF sont représentées par des
rectangles, le promoteur rncP est indiqué par une fléche brisée. Le géne era chevauche le géne rnc de
quatre nucléotides.

B : Structure secondaire de la région 5' terminale de I'ARNm rne. Les tiges-boucles sont notées TBI,
TB2 et TB3. La séquence SD est soulignée, le codon initiateur AUG encadré. Les sites de coupures par
la RNase III sont indiqués par R1 et R2.
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polynucléotide phophorylase (PNPase), ayant une activité phosphorolytique. Comme 90 % de
I"activité exonucléolytique d’extraits d’E. coli serait hydrolytique (Deutscher et Reuven, 1991), la PNPase
serait responsable de 10 % de la dégradation exonucléolytique des ARNm dans une culture d’E. coli a
37°C. La PNPase peut se substituer a la RNase Il ou la RNase R, ce qui explique pourquoi une souche
inactivée dans I'une ou I'autre exoRNase est viable, alors que I’inactivation de la PNPase avec la
RNase II ou la RNase R est Iétale pour la cellule (Cheng et al., 1998 ; pour revue, Grunberg-Manago, 1999).

Ces 3 exoRNases se fixent sur I’extrémité 3” simple brin plus ou moins longue : au moins 10
nucléotides pour la PNPase, et 10 a 15 nucléotides pour la RNase II, et 5 a 17 nucléotides pour la
RNase R, puis dégradent I’ARN cible jusqu’a quelques nucléotides de la tige-boucle pour la RNase II
et la PNPase, en fonction de la séquence et de la structure de I’ARN cible (Cheng et Deutscher, 2005 ;
Spickler et Mackie, 2000). La RNase II semble plus sensible aux structures tige-boucles que la PNPase la
RNase R. Cette différence peut s’expliquer par la capacité de la PNPase a s’associer avec 1’hélicase
RhIB au niveau du dégradosome. Ce complexe peut alors dégrader des ARN fortement structurés, tels
que les terminateurs Rho-indépendants ou les structure REP. La RNase II ne peut ni se lier aux
composants du dégradosome, ni a I’hélicase RhIB, elle joue donc un réle limité dans la dégradation de
telles structures tiges-boucles (Spickler et Mackie, 2000). La RNase II peut aussi avoir un rdle
stabilisateur : au niveau du transcrit rpsO, la RNase Il génére des transcrits contenant seulement deux
nucléotides non appariés en aval de la structure tige-boucle du terminateur. La présence uniquement de
deux nucléotides ne permet pas de recruter la machinerie de dégradation exonucléolytique, ce qui

conduit a une stabilisation du transcrit 7psO par la RNase II (Marujo et al., 2000).

1.3.a/ La RNase 1l et la RNase R

La RNase II et la RNase R appartienent a la famille d’exoRNase RNR (Tableau 2) (pour revue,
Zuo et Deutscher, 2001). Les protéines de cette famille RNR d’E. coli sont caractérisées par trois
domaines : un domaine de choc au froid/S1-like en N-terminal, un domaine central RNase Il-like, un
domaine S1 de liaison a ’ARN simple brin en C-terminal. Les membres de cette famille RNR sont
largement retrouvés parmi les bactéries et les eucaryotes. Aucun homologue n’a été obtenu chez les
Archaea, sauf pour Halobacterium NRC-1. Seul, les protéobactéries de la subdivision y possédent une
RNase II et une RNase R. Par contre, les eucaryotes contiennent au moins trois membres de cette
famille RNR. Les homologues chez la levure et chez ’homme sont liés a la GTPase RAN, impliquée
dans les mécanismes d’échanges entre le noyau et le cytoplasme, et sont retrouvés dans ’exosome de
la levure (Mitchell er al., 1997; Anderson et Parker, 1998). Ces données suggérent que la famille RNR

comprendrait des protéines régulatrices clés chez les eucaryotes (pour revue, Zuo et Deutscher, 2001).

62



Introduction

I.3.a.a. / Role de la RNase 11

La RNase I, codée par le géne rnb, est un monomere de 644 aa et de 72.3 kDa (pour revue,
Grunberg-Manago, 1999). Elle présente une activité 3°-5" ARN hydrolase, renforcée en présence d’ions
monovalents et d’ions Mg”", produisant des ribonucléotides 5° monophosphates a partir de transcrits
portant une extrémité 3’OH (pour revue, Zuo et Deutscher, 2001). Cette activité est indépendante de la
séquence d’ARN, mais sensible aux structures secondaires. Une souche délétée de la RNase II montre

un plus faible taux de croissance, en milieu riche ou minimum (Cairrao er al., 2001).

1.3.a. / Régulation de la RNase 11

Les taux de RNase Il et PNPase sont inversement corrélées in vivo. Ainsi, dans une souche
déficiente en PNPase, I’expression du géne rnb est augmentée de 2 a 2,5 fois par un mécanisme de
régulation post-transcriptionnelle. Inversement, une souche surproduisant la PNPase contient une
quantité réduite de messager rnb et de protéine RNase II. Ceci suggere que ces deux exoRNases sont
régulées de fagcon compensatoire (pour revue, Grunberg-Manago, 1999).

Un site de maturation a la RNase E a été identifi¢ dans I’ARNm rnb. Le modéle le plus simple
de régulation est que la dégradation de ’ARNm rnb est accomplie par la PNPase dans la direction 3’
vers 5°, avec ou sans clivage interne de ces ARNm par les endoRNases. La stabilité de la RNase II est
aussi controlée en fonction des conditions de croissance, via le géne gmr (gene modulating RNase 1)
localisé en aval du géne rnb. La délétion de ce géne stabilise le transcrit rnb, passant d’une demi-vie

inférieure a 1h a plus de deux heures et multiplie par trois la quantité de la RNase 11 (Cairrao et al., 2001).

I.3.a.y / Role de la RNase R

La RNase R, codée par le géne rnr, est une protéine de 95 kDa. Elle peut dégrader des ARN
faiblement structurés, mais aussi fortement structurés, tels que les ARNt, les ARNTr, et les séquences
REP d’ARNm (Cheng et Deutscher, 2002 ; Cheng et Deutscher, 2005). Elle nécessite la présence d’une région
simple-brin en 3" de I’ARN, comprise entre 5 et 17 nts, pour se fixer 4 I’ARN et le dégrader (Cheng et

Deutscher, 2005).
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1.3.b / La PNPase

1.3.b.a / Role de la PNPase

La PNPase est un homotrimére, le poids moléculaire d’'un monomere est de 77,1 kDa (711 aa).
Elle est codée par le géne pnp (Regnier ef al., 1987; pour revue, Grunberg-Manago, 1999). Elle catalyse la
phosphorolyse réversible de polyribonucléotides en nucléotides diphosphate en présence de phosphate
inorganique. Cette réaction permet de dépenser moins d’énergie que I’hydrolyse des liaisons
phoshates, puisqu’ici est conservée la liaison phosphate riche en énergie. Etant donné la forte
concentration de phosphates inorganiques dans les cellules en croissance exponentielle in vivo,
I’enzyme est supposée agir en tant qu’exoRNase. Cependant, Mohanty et Kushner ont montré
récemment qu’elle permet la polyadénylation résiduelle dans des souches déficiente en PAP, et
’incorporation de résidus C et U dans les queues poly (A) trouvées dans les cultures d’E. coli en

croissance exponentielle (Mohanty et Kushner, 2000).

1.3.b. / Structure de la PNPase

La structure cristallographique tridimensionnelle de la protéine homologue de Streptomyces
antibioticus est un dimere de triméres, ce qui permettrait de garder une symétrie par rapport aux
composants dimérique du dégradosome (Fig. 32, B et C) (pour revue, Symmons et al., 2002). Cette structure
montre que chaque sous-unité de la PNPase est composée d’une structure centrale dupliquée qui
contient le domaine catalytique, un domaine composé d’hélice a et deux domaines de liaison a I’ARN
simple brin en C-terminal, KH et SI (pour revue, Symmons et al., 2002). Le domaine dupliqué est issu
d’une fusion de produits de duplication de génes de la RNase PH. Cette enzyme de dégradation
phosphorolytique des ARN est impliquée dans la maturation des ARNt chez E. coli (Tableau 2) (pour
revue, Symmons ef al., 2002). Bien que structurellement homologues a la RNase PH, les deux domaines de
la PNPase seraient fonctionnellement distincts, ’activité exoRNase serait portée par le deuxieme
domaine. En plus des domaines S1 et KH, la PNPase comporterait un autre domaine de liaison a
I’ARN, requis pour I’autorégulation. En effet, la mutation G454D, située en dehors des domaines S1 et
KH, inhibe la liaison @ I’ARN, sans avoir de répercussion sur [’activité catalytique de I’enzyme

(Regonesi ef al., 2004).

La PNPase semble se lier a I’ARN simple brin, sans spécificité de séquence apparente, au
niveau de ’extrémité 3’, mais aussi au niveau de extrémité 5° de I’ARN et/ou a I’intérieur de I’ARN
(Bermudez-Cruz et al., 2002 ; Regonesi et al., 2004). Son activité est stimulée d’un facteur 3 lorsque I’ARN

posséde une extrémité 5’ monophosphate (Feng e al., 2002).
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Les homologues de la PNPase ont été trouvés chez les mitochondries humaines, les bactéries et
les chloroplastes, ou la PNPase assure une des principales activités exoRNases, mais aucun orthologue

n’a ¢té identifié chez les Archaea (Tableau 2).

1.3.b.y / Régulation de la PNPase

Le gene pnp est localisé en aval du geéne rpsO, codant la protéine ribosomale S15. Il est
transcrit a partir du promoteur P1 situé en amont de »psO et du promoteur P2 en amont de pnp (Fig.
37A), ot 80 % des transcrits pnp sont issus du promoteur P1 (Regnier et Portier, 1986). Ces deux transcrits
sont ensuite maturés par la RNase III, au niveau d’une structure tige-boucle, localisée des sites 82 a
119 nucléotides en amont du site d’initiation de la traduction (Fig. 37B). Ce clivage enléve la partie
amont de la tige-boucle, formant un duplex avec une extrémité 3” simple-brin. Une fois ce clivage par
la RNase III réalisé, I'expression du géne pnp est autorégulée négativement, I’absence de clivage par
la RNase III conduit a une augmentation de la stabilit¢ de ’ARNm pnp et une surproduction de
I’ARNm pnp d’un facteur 10. La PNPase se lierait a I’extension 3 du duplex et dégraderait I’ARN
amont, ce qui favorise ensuite I'instabilité de I'’ARNm pnp (Jarrige et al., 2001).

Lors d’un choc au froid, ce duplex serait stabilisé, inhibant I’autorégulation négative par la
PNPase (Mathy er al., 2001 ; Jarrige et al., 2001). Cette augmentation de la synthése de PNPase est requise
pour la phase d’acclimatation lors d’un choc au froid, pour permettre le retour a la croissance de la
bactérie. Cette activité ne peut étre compensée par la RNase II, puisque les mutants pnp sont
incapables de pousser en dessous de 30°C (Yamanaka et Inouye, 2001). Lors de cette phase d’acclimatation
a un choc au froid sont synthétisées les protéines spécifiques de choc au froid (CSPs: cold shock
proteins). A la fin de la phase d’acclimatation, la quantité de leur transcrit doit étre réduite pour que la
croissance puisse reprendre. Dans le cas inverse, ces transcrits piégeraient les ribosomes, et
empécheraient la traduction des ARNm totaux. La PNPase, en concert avec la PAP et I’hélicase ARN
CsdA, joueraient un role important dans la dégradation sélective de ces ARNm CSPs (Yamanaka et

Inouye, 2001).

I.4 / La poly (A) polymérase (PAP) et la polyadénylation des ARN

La PAP réalise I'ajout de queues poly (A) a I'extrémité 3° des ARN. Ce processus de
polyadénylation, bien que présupposé unique chez les eucaryotes pour lesquels il joue un rdle
fondamental dans la stabilit¢é des ARNm, est impliqué dans la dégradation des transcrits chez les

bactéries.
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Figure 37 : Représentation schématique de I'opéron rpsO-pnp et structure de la région nécessaire
a I'autorégulation de I'expression de pnp (d'aprés Jarrige et al., 2001).

A : Représentation schématique de I'opéron rpsO-pnp. Les régions codantes sont représentées par des
rectangles, les promoteurs P1 et P2 par des fleches brisées, et les sites de terminaison tl et t2, ainsi que
la tige-boucle tb1 reconnue par la RNase 111, par des structures tige-boucles.

B : Structure secondaire prédite de la tige-boucle tbl correspondant a la région 5' non traduite du
transcrit pnp. Les sites de clivage Cl et C2 de la RNase IIl sont indiqués par des fléches. Les
nucléotides sont numérotés par rapport au codon +1 de l'initiation de la traduction.
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I.4.a / Implication de la polyadénylation dans la dégradation des ARN

L’intervention de ce processus dans la dégradation des ARN chez les procaryotes a été mise en
¢évidence au travers d'une étude de I’ARN régulateur non traduit RNA I, impliqué dans le contréle du
nombre de copies du plasmide portant le réplicon ColEl (Fig. 38A). Au cours de la réplication de ce
plasmide, I’ARN RNAII est transcrit, ce qui aboutit a la formation d’un hybride stable ARN/ADN au
site ori. Cet hybride est ensuite clivé par la RNase H. Le produit de clivage en 5” sert d’amorce a la
synthése d’ADN, et donc a la réplication d’ADN. L’ARN régulateur RNA 1 interagit avec ’ARN
RNA I, ce qui inhibe la formation d’un hybride ARN/ADN stable et la réplication du plasmide. La
régulation de la stabilité de RNA I contréle ainsi la régulation du nombre de plasmide portant le
réplicon ColEl.

L’ARN RNALI est transcrit a partir d’un promoteur fort, sa demi-vie est de I’ordre de 2 minutes.
La dégradation est initiée par un clivage a la RNase E a un site localisé a 5 nucléotides de I’extrémité
5°, pour former I'intermédiaire de dégradation RNA Ls (Fig. 38B) (Lin-Chao et Cohen, 1991). Le transcrit
ainsi maturé est rapidement dégradé (Xu et al., 1993). Par contre, en présence de la mutation penB codant
la poly (A) polymérase I (PAP I), ’ARN RNA 1 voit sa demi-vie passer de moins d’une minute a plus
de 60 minutes (Xu et al., 1993 ; Cao et Sarkar, 1992a ; pour revue, Carpousis ef al., 1999). Cette stabilisation de
RNA I entraine une réduction dramatique du nombre de copies de plasmides. In vitro, la
polyadénylation favorise la dégradation par la PNPase du fragment RNA I maturé par la RNase E (Xu
et Cohen, 1995). D autre part, la présence de queues poly (A) contenant au moins 3 A au niveau de RNA
I inhibe la formation du complexe RNA I/ RNA II in vitro, indiquant ainsi un second mécanisme de
régulation du nombre de copies de plasmide (Xu et al, 2002). Ainsi, le géne pcnB (plasmide copy
number) semble essentiel a la régulation correcte du nombre des plasmides de type ColEl (Xu er al.,
1993). Ce gene est aussi essentiel pour la dégradation des petits ARN Sok et CopA intervenant dans le
controle du nombre de copies des plasmides R1 (Dam Mikkelsen et Gerdes, 1997 ; Soderbom et Wagner, 1998),
et de I’ARN antisens Oop qui régule négativement 1’expression du geéne cll et affecte I’équilibre entre
la lysogénie et I’infection lytique du bactériophage A (Wrobel er al., 1998).

Bien que la PAP I ne soit pas essentielle (Masters ez al., 1993), la surexpression du géne pcnB
codant la PAP I inhibe la croissance de la bactérie, engendrant alors des colonies de petites tailles
(Binns et Masters, 2002). Cette surexpression pourrait conduire a la polyadénylation des ARN
ribosomiques, qui habituellement sont peu polyadénylés, et a leur dégradation (Mohanty et Kushner,
1999a). La PAP [ intervient aussi dans la dégradation de nombreux ARNm. En utilisant un plasmide
portant le géne pcnB inductible par I'IPTG, la demi-vie d’ARNm spécifiques, tels que rpsO, trxA, Ipp

et ompA, diminue en fonction de I’augmentation du taux de PAP (Mohanty et Kushner, 1999a).
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I.4.b / Mécanismes de dégradation des ARN polyadénylés

La polyadénylation réalisée en 3’ des transcrits, est en concurrence avec la dégradation par les
exoRNases 3°-5°. En effet, I’analyse des séquences poly (A) dans une souche mutée dans les génes rnb
et pnp des exoRNases, montre que ces enzymes participent a la dégradation des séquences poly (A),
mais aussi qu’elles contrecarrent leur synthése (Cao et Sarkar, 1992b ; Hajnsdorf ef al., 1995 ; O'Hara et al.,
1995). Ceci suggére un mécanisme de compétition entre les 3” exoRNases et les PAP, pour la fixation a
I’extrémité 3’ des transcrits (Cao ef al., 1997). Cependant, une fois la polyadénylation réalisée, celle-ci
favorise la dégradation des ARN, en augmentant I’accessibilité des sites de clivages aux RNases.
Ainsi, ’ARN RNA 1 est clivé plus rapidement par les endoRNases RNase A, RNase E, RNase T1 et
RNase V1 lorsqu’il est polyadénylé, grace a une variation de la structure tertiaire, sans observer de
variations au niveau de la structure secondaire (Xu er al, 2002). L’ajout de séquences poly (A),
contrairement aux séquences poly (G) ou poly (U), favoriserait la fixation des exoRNases et du
dégradosome (Blum er al., 1999 ; Khemici et Carpousis, 2004), permettant ensuite la dégradation de régions
peu structurées par la RNase II, moyennement structurées par la PNPase associée ou non avec
I’hélicase RhIB, ou trés structurées comme les séquences REP par le dégradosome ou la RNase R.
L’extrémité 3’ des transcrits bactériens est donc le site d’allongements par les PAP et de dégradation.
Plusieurs cycles successifs seraient nécessaires a la dégradation totale des transcrits (Cohen, 1995 ;
Coburn et Mackie, 1998).

Des ¢tudes menées sur I’ARNm rpsT, codant la protéine ribosomale S20 (Coburn et Mackie, 1998)
et sur les ARNm produits par le phage f1 (Goodrich et Steege, 1999) dans une souche d’E. coli ou le géne
penB est inactif, suggérent que la polyadénylation des ARN n’intervient pas ou peu dans les premicres
¢tapes du processus de dégradation de ces transcrits. Elle jouerait plutdt un réle fondamental dans la
dégradation des intermédiaires de dégradation stables, en particulier ceux contenant ’extrémité 3’ des
transcrits, qui sont stabilisés par les structures secondaires de terminateurs de la transcription Rho-
indépendant et les structures REP (Coburn et Mackie, 1998 ; Goodrich et Steege, 1999 ; Khemici et Carpousis,
2004). Ceci est conforté par le fait que la PAP est stimulée d’un facteur 5 pour un ARN portant une
extrémité présentant une extrémité 5’ monophosphate, donc déja clivé, par rapport a une extrémité 5’
triphosphate, et par des extrémités 5’ et 3° en simple brin (Feng et Cohen, 2000).

La dégradation poly (A) dépendante assurerait un niveau de dégradation de base empéchant
I’accumulation d’ARN inactifs, comme démontrés dans le cas d’ARNt mal repliés (Li er al.,, 2002) et des
ARNm faiblement repliés générés par des clivages endonucléolytiques (Cobumn et Mackie, 1998 ; Goodrich

et Steege, 1999 ; Hajnsdorf et Regnier, 1999), ou lors d’une déficience en RNase E (Marujo et al., 2003).
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L.4.c / Activité poly (A) polymérase

Différentes approches ont montré que la PAP I serait responsable de la formation de 90 a 95 %
des queues poly (A) dans les cellules d’E. coli, mais une autre étude montre qu’elle serait impliquée
dans seulement 60 a 65 % des queues de nucléotides ajoutées posttranscriptionnellement (O'Hara et al.,
1995 ; Mohanty et Kushner, 1999a ; Mohanty et al., 2004). Ainsi, une autre activité PAP a été mise en évidence,
favorisant entre autre la polyadénylation de I’ARN RNA I en milieu minimum et non en milieu LB (Xu
et al., 2002). Cette activité, attribuée initialement a ’ORF 310 (Cao er al., 1996), a été identifiée comme
issue de la PNPase (Mohanty et Kushner, 1999b ; Mohanty et Kushner, 2000). En présence de PAP I, la PNPase
semble ajouter préférentiellement des résidus U et C (Mohanty et Kushner, 1999a), alors qu’elle incorpore

préférentiellement les résidus A, G, U puis C en absence de PAP I (Mohanty et Kushner, 2000).

1.4.d / Structure de la poly (A) polymérase I

C’est une enzyme de 473 aa, dont 10 aa sont délétés post-traductionnellement (Binns et Masters,
2002). Ces 10 acides aminés dirigent partiellement la PAP I vers les membranes cellulaires (Jasiecki et
Wegrzyn, 2005). Elle appartient a la superfamille des nucléotidyltransférase (Ntr), qui comprend les PAP
eucaryotes ct les enzymes ajoutant le groupement CCA aux extrémités 3° des ARNt (Raynal et Carpousis,
1999). Leur point commun est la polymérisation d’ARN au niveau des extrémités 3’ terminales, sans
requérir de brin matrice. Le domaine N-terminal de PAP I d’E. coli porte I’activité catalytique, son
domaine C-terminal comprend un domaine de liaison a I’ARN et des sites d’interactions avec des
facteurs protéiques, tels que la RNase E et les hélicases a boites DEAD RhIE, CsdA et SrmB (Raynal et
Carpousis, 1999).

I.4.e / Régulation de ’expression de la poly (A) polymérase I

La synthése de PAP I diminue avec le taux de croissance de la bactérie, lorsque les différents
taux de croissance sont obtenus en utilisant différents milieux de croissance (Jasiecki et Wegrzyn, 2003).
L’utilisation de fusions transcriptionnelles entre la région promotrice du géne pcnB et I’ORF lacZ
montre que la région promotrice du géne pcnB est activée inversement avec le taux de croissance.
Ainsi, la régulation de la polyadénylation des ARN, en corrélation avec leur stabilité, serait un moyen
de réguler I’expression des génes en fonction du taux de croissance. En particulier, ’ARN RNAI est
ainsi stabilisé a de faibles taux de croissance, ce qui entraine un plus fort nombre de copies de
plasmides dans ces conditions de cultures.

L’expression du géne pcnB est aussi régulée au niveau traductionnel. La traduction débute au

niveau du codon AUU peu fréquemment utilisé et peu efficace, mais aussi sujet a une régulation
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négative (Binns et Masters, 2002) (voir Partie C). Ainsi, ’activité PAP 1 est trés finement régulée, ce qui
montre le réle important de la polyadénylation pour obtenir le taux optimal de I’expression d’un géne
en fonction des conditions de croissance.

La PAP est activée par la protéine Hfq, régulateur post-transcriptionnel décrit dans le prochain
paragraphe. En absence de cette protéine Hfq, la PNPase est la principale polynucléotide polymérase

de la cellule (Mohanty et al., 2004).

I.5 / La protéine Hfq

I.5.a / Role de la protéine Hfq

La protéine bactérienne Hfq est un régulateur posttranscriptionnel qui interagit avec de
nombreux ARN. La protéine Hfq (appelée aussi HF-1) a été identifiée initialement comme un facteur
hote bactérien requis pour la réplication du bactériophage ARN Qp (Franze de Fernandez er al., 1968).
Cette protéine basique (pI=7.91) de 11,2 kDa, stable a la chaleur est retrouvée sous forme d’hexamere,
en solution (Arluison ez al., 2002, Vassilieva et al., 2002 ). Elle est détectée en majorité dans le cytoplasme en
association avec les ribosomes via la protéine ribosomale S1, alors qu'une fraction mineure s’associe
avec le nucléoide (Kajitani et al., 1994 ; Azam et al., 2000 ; pour revue, Valentin-Hansen ez al., 2004). Cette
association avec le nucléoide peut étre attribuée a une liaison non spécifique de Hfq @ I’ADN (Takada et
al., 1997 ; Azam et Ishihama, 1999), ou étre expliqué par la présence de transcrits associés avec le nucléoide
(pour revue, Valentin-Hansen ef al., 2004), en encore, par son interaction avec la protéine du nucléoide H-NS
(Kajitani et Ishihama, 1991).

La cellule bactérienne contient de 30 000 a 60 000 molécules de Hfq (Kajitani er al., 1994 ; Azam et
Ishihama, 1999), son contenu varierait avec le taux de croissance. Cependant, d’un c6té, la concentration
en protéine Hfq semble augmenter avec la vitesse de croissance, sa régulation scrait alors similaire a
celle des protéines ribosomales (Kajitani er al., 1994 ; Ali Azam et al., 1999). D’un autre coté, la quantité de
protéine Hfq mesurée est inversement proportionnelle au taux de croissance (Tsui e al., 1997 ; Vytvytska et
al., 1998 ; Vecerek et al., 2003).

L’inactivation du geéne hfg affecte la synthése de plus de 50 protéines, détectées par gel
bidimensionnel (Muffler et al, 1997). Les phénotypes pléiotropes engendrés par cette inactivation
comprennent une diminution du taux de croissance, une diminution du surenroulement de plasmides
en phase stationnaire, un allongement des cellules et une oxydation plus rapide des sources de carbone
(Tsui et al., 1994). Ces effets pléiotropiques sont a corréler aux cibles de la protéine Hfq : elle interagit
directement avec quelques ARNm mais elle régule aussi directement I’expression de régulateurs

transcriptionnels globaux, tels que Fur et G° (Muffler et al., 1996 ; Vecerek et al., 2003). Ainsi, environ 40 %
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des effets pléiotropiques dus a la mutation de sfg sont superposés aux effets engendrés par la variation

d’expression du facteur G° (Muffler ef al., 1996 ; Muffler et al., 1997 ; pour revue, Valentin-Hansen ez al., 2004).
1.5.b / Homologie et structure de la protéine Hfq

Par analyse de séquence, il a été montré une légére similarité entre les domaines N-terminaux
de la protéine Hfq et des protéines Sm et Sm-like (LSm) des eucaryotes et des Archaea (Zhang er al,
2002 ; Moller et al., 2002 ; Arluison et al., 2002). Ces protéines forment des hétéro-heptameéres chez les
eucaryotes, et constituent le composant principal des snRNP. Elles interviennent en particulier dans
I’épissage des ARN mais aussi a différents événements de maturation et de dégradation des ARN (pour
revues, Will et Luhrmann, 2001 ; He et Parker, 2000 ; Pannone et Wolin, 2000). La fonction des prOléinCS Lsm
d’Archaea, formant un anneau homoheptamérique, est toujours inconnue, mais partage avec ses
homologues eucaryotes et Hfq, la capacité de se lier a des séquences riches en U. Les protéines Sm et
Lsm sont définies par la conservation d’un motif de séquence bipartite commun, le motif Sm,
comprenant deux régions conservées, les segments Sm1l et Sm2, séparées par une boucle variable en
taille et en composition (pour revue, Valentin-Hansen et al., 2004). Ce motif Sm est responsable des
interactions ARN-protéine et protéine-protéine pour les protéines Sm et LSm d’Archaea et de cellules
humaines (pour revue, Vasil'eva Iu et Garber, 2002). L alignement des protéines homologues de Hfq avec les
protéines Sm et Lsm a mis en évidence la conservation de nombreux résidus du motif Sml, et de
quelques résidus hydrophobes du motif Sm2 dans la protéine Hfq (Zhang er al, 2002). La structure
cristalline de protéines Sm, comme celle de Hfq d’E. coli et Staphylococcus aureus, montre que le
monomere est constitué d’une hélice o en N-terminal et 5 feuillets B antiparalleles (Fig. 39, A et B)
(Sauter et al., 2003 ; Schumacher et al., 2002). Ainsi, le domaine Sm représentant un trait commun entre les
familles Hfq et Sm/LSm, la protéine Hfq serait 1’homologue structural et fonctionnel des protéines Sm
et LSm dans les organismes n’ayant pas ce géne (Moller e al., 2002 , Schumacher et al., 2002). En particulier,
la protéine Hfq a été retrouvée chez I’archae Methanococcus jannaschii, archae qui ne posséde pas de
géne héte Sm/LSm. Les différences de séquences, en particulier au niveau Sm2, suggérent une
¢volution divergente a partir d’un ancétre commun pour conduire aux protéines ayant les traits

spécifiques aux Bactéries d’un coté et Archaea et Eucaryotes d’un autre coté (Sauter et al., 2003).
1.5.c / Specificité de fixation de la protéine Hfq

Comme les protéines Sm et LSm, la protéine Hfq se lie a ’ARN, au niveau de séquences riches
en A-U localisées dans une région simple brin (Senear et Steitz, 1976) et semble requérir la présence de
structures tige-boucle soit adjacentes, telles que celles de ’ARNnc Spot42 (Moller er al., 2002) et

I’ARNm ompA (Moll et al., 2003b), soit situées de part et d’autre de la séquence simple brin riche en
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Figure 39 : Structure de la protéine Hfq de Staphylococcus aureus et du complexe Hfq-ARN

(d'aprés Schumacher er al., 2002).

A : Représentation d'une sous-unité¢ de Hfq sous formes d'hélices o et feuillet B. Le motif Sm1l est
coloré en bleu, le motif Sm2 en vert. La région N-terminale et la région variable comprise entre les
deux motifs Sml et Sm2 sont colorées en orange.

B : Structure de 'hexamere Hfg. Chaque sous-unité est colorée ditféremment.

C : Structure d'un dimére d’hexameére. Les différentes sous-unités d'un hexameére sont représentées par
des couleurs différentes, alors que I'autre hexamere est en orange.

D : Représentation de surface du site de haison de 'ARN de I'hexamére Hfq. Les régions
¢lectropositives sont colorées en bleues, les régions ¢lectroncgatives sont en rouges. L'ARN est
représent¢ en batonnet.

E : Représentation de surface électrostatique du cote opposé de I'hexamere Hfg.
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A/U, telles que celles des ARNnc DsrA (Brescia er al., 2003), OXyS (Zhang et al., 1998a ; Moller et al., 2002),
RyhB et de ’ARNm SodB (Geissmann et Touati, 2004). Elle se fixe aux queues homopolymériques poly
(A) puis poly (U) puis poly (C) et enfin poly (G) (Folichon et al., 2005). La structure de la protéine Hfq de
S. aureus avec I’oligonucléotide S’AUUUUUG 3’ montre que I’ARN est 1ié¢ de manicre circulaire
autour du canal basique de I’hexamere Hfq, qui est conservé seulement sur un coté¢ de 1'hexamere
(Fig. 39, D et E) (Schumacher et al., 2002).

La protéine Hfq peut aussi lier simultanément I’ARNnc DsrA et une séquence poly (A). Ainsi,
Hfq pourrait avoir plusieurs sites de liaison aux ARN, ou bien reconnaitre la structure secondaire

adoptée par la séquence poly (A) (Brescia et al., 2003 ; Mikulecky er al., 2004).

1.5.d / Mécanisme de régulation exercée par la protéine Hfq

Régulation en fonction du taux de croissance de ’ARNm ompA

La synthése de la protéine de la membrane externe OmpA (Outer membrane protein A) est
corrélée a la stabilité de son ARNm ompA, qui varie de 4 a 20 min, de fagon inverse a la vitesse de
croissance d’E. coli (Nilsson et al., 1984, Georgellis et al., 1992 ). La dégradation de I’ARNm ompA est
initiée par un clivage a la RNase E dans la région 5° non traduite, au niveau des sites C et D (Fig. 40A)
(Nilsson ef al., 1988; Lundberg et al., 1990). Cette région 5’ terminale forme deux structures tige-boucle, hp1
et hp2 (Fig. 40A). Les éléments impliqués dans I’initiation de la traduction sont situés aprés hp2 (Chen
et al., 1991). La forte stabilité¢ des transcrits ompA est conférée par la structure tige-boucle hpl et a la
forte occupation du site RBS par les ribosomes dans la région simple-brin ss2 (Amold er al., 1998). La
stabilisation de cet ARN ne dépend pas de la séquence, mais de la structuration, puisque le méme effet
stabilisateur est observé aprés substitution de cette structure par des structures tige-boucle ayant de
toutes autres séquences (Emory ef al., 1992). En revanche, la localisation de cette structure secondaire a
Pextrémité 5’ de ’ARNm est fondamentale pour sa stabilité, puisque I’ajout de 5 nucléotides en
simple brin, en amont de cette structure, conduit a une forte déstabilisation de I’ARNm ompA4 (Emory et
al., 1992).

Comme la quantité de RNase E ne varie pas avec le taux de croissance (Vytvytska et al., 1998), la
variation de la stabilité du transcrit ompA en fonction du taux de croissance semble donc étre liée a des
facteurs agissant en frans, qui modulent I’activité de la RNase E. Ceci a ainsi conduit a I’identification
de la protéine Hfq (Vytvytska et al., 1998). En effet, dans une souche inactivée au niveau du géne codant
la protéine Hfq, la demi-vie de ’ARNm ompA augmente et n’est plus corrélée au taux de croissance
(Vytvytska er al., 1998). La protéine Hfq régulerait la stabilité de ’ARNm ompA par compétition avec la
sous-unité 30S pour la liaison avec la région 5’ non traduite. Lorsque la sous-unité 308 se lie a cette
région du transcrit ompA, elle le protége des clivages a la RNase E au niveau des sites C et D (Fig. 40).

Par contre, la protéine Hfq se fixe principalement au niveau de la tige-boucle hp2 et de la région
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simple brin en aval et déstabilise ’ARNm ompA. Elle inhiberait la fixation des ribosomes et la
protection de ’ARNm ompA par les ribosomes en provoquant un changement conformationel qui a
été mis en évidence par un changement de sensibilité aux nucléases dans la région -70 a + 10 (Vytvytska
et al., 2000; Moll et al., 2003a; Moll et al., 2003b). Ce modele de régulation n’est valable que dans
I’hypothése ou la concentration de la protéine Hfq est inversement corrélée avec le taux de croissance

(Vytvytska et al., 2000 ; Moll et al., 2003b ; pour revue, Valentin-Hansen et al., 2004).

Action concertée avec les ARNnc

La fixation des ARNnc sur leur ARNm cible(s) conduit a une variation de la traduction (voir
Introduction, Partiec C.II1.5) et/ou de la stabilité¢ des ARNm cibles (voir Introduction, Partie D.I1.2.d)
(pour revue, Gottesman, 2004). La protéine Hfq joue tout d’abord un rdle stabilisateur d’une majeure partie
des ARNnc, par inhibition stérique des clivages par la RNase E (pour revue, Gottesman, 2004). Elle
favorise I'interaction des ARNnc avec leurs ARNm cibles, en modifiant la structure secondaire de 1’'un
des deux partenaires, ou en augmentant la concentration locale des deux ARN, soit par fixation de
deux ARN au niveau d’un hexameére Hfq, soit par interaction de deux hexameres ayant fixé chacun un

ARN (Lease et Woodson, 2004 ).

Régulation de la longueur des queues poly (A)

Dans le cas de ’ARNm rpsO, la protéine Hfq stimule d’une part, la synthése processive des
queues poly (A) par la PAP, favorisant ainsi la dégradation des ARN, et d’autre part, elle protége ces
queues poly (A) de la maturation par la RNase E in vivo et in vitro, et de la dégradation par la PNPase
et la RNase Il in vitro (Hajnsdorf et Regnier, 2000 ; Folichon et al., 2003 ; Folichon er al., 2005). Ainsi, la protéine
Hfq modulerait la sensibilité d’ARN aux RNases dans la cellule.

La protéine Hfq, copurifiée avec la PAP et la PNPase, favorise la polyadénylation au niveau
des terminateurs Rho-indépendants (Mohanty et al,, 2004). Elle interagirait au niveau de la structure tige-
boucle du terminateur, ce qui la déstabilise, et favorise la polyadénylation par la PAP. Ainsi, la
protéine Hfq pourrait alors empécher la dégradation poly (A) dépendante des transcrits entiers, dont la
stabilité est principalement controlée par la RNase E, et favoriser la dégradation poly (A) dépendante

des ARN structurés stables dépourvus de site RNase E (Folichon et al., 2003).

I.6 / Les autres enzymes impliquées dans la dégradation des ARNm

La RNase P est une endoRNase spécifique de régions en simple brin, générant des extrémités
5’monophosphate et 3’OH. Elle est composée, chez E. coli, d'un ARN MI catalytique de 377
nucléotides (123 kDa), codé par le géne rnpA, et de la protéine C5, de 14 kDa (119 aa), codée par le

gene rnpB (Tableau 2) (Tsai et al., 2003 , pour revues, Hajnsdorf, 1999 ; Condon et Putzer, 2002 ).

72



Introduction

Elle intervient dans la maturation en 5° des ARNt, mais aussi dans le clivage de structure en
pseudonoeud ressemblant aux ARNt, comme les ARN viraux (Mans et al.,, 1990), la maturation en 5’ du
précurseur de ’ARN 4.5S (Peck-Miller et Altman, 1991), de I’ARNtm (Komine er al., 1994), et de 1’opéron
histidine de S. typhimurium chez E. coli (Alifano et al., 1994 ; pour revue, Hajnsdorf, 1999). Par I’emploi de
puces a ADN, il a été montré que la RNase P intervient aussi dans la maturation des génes impliqués
dans différents processus de transport, tels que les génes codant les protéines impliquées dans le
transport du ribose (rbsA4-D et rbsK), I’expression de la perméase au tryptophane de faible affinité
tnaB, et I’opéron du transport du lactose /acZYA (Li et Altman, 2003). La RNase P serait régulée par le
taux de ppGpp (Li et Altman, 2003). La RNase P clive I’ARN dans les régions simple brin, mais
Iefficacité est améliorée lorsque la partie en 3’ du site de clivage appartient a une structure tige-
boucle, et par la présence d’un G juste en aval du site de clivage (Hansen er al., 2001). La présence d’une
région RCCA en simple brin en 3’ du brin complémentaire permet d’ancrer I’ARN cible 8 ’ARN
catalytique de la RNase P (Hansen er al., 2001).

Les homologues de RNase P ont été retrouvés dans les 3 domaines du vivant. Les sous-unités
ARN de la RNase P des Bactéries et de quelques Archaea sont actives catalytiquement in vifro, en
absence des sous-unités protéiques de la RNase P (Guerrier-Takada er al., 1983; Pannucci er al., 1999). De
méme, chez les Archaea, comme chez les Eucaryotes, de multiples protéines sont associées a I’ARN
de la RNase P, dont aucune ne présente d’homologie aux protéines de RNase P bactérienne (pour revue,

Condon et Putzer, 2002).

La RNase M est une endoRNase non spécifique qui hydrolyse les ARN en produisant des
extrémités 5’0OH et 3’monophosphate (Tableau 2) (Cannistraro et Kennell, 1989). Etant donné que la
majorité des extrémités 5’ terminales chez E. coli présente un groupement hydroxyle (environ 60 %
pour une extrémité 5’OH, et 40 % pour une extrémité 5’ppp (Kennell, 2002)) et non phosphomonoester,
Cannistraro et Kennell ont supposé que la RNase M serait la principale endoRNase de dégradation des
ARNmMm (Cannistraro et Kennell, 1993). Or, la RNase M apparait finalement étre une forme altérée par une
mutation de la RNase I, appelée RNase I*, retrouvée uniquement dans la souche MREG600.
L’endoRNase RNase I non spécifique, codée par le géne rna, est trouvée principalement dans I’espace
périplasmique de la bactérie. Subbarayan et Deutscher ont pu décrire la mutation du géne rna
engendrant la RNase M dans la souche MRE600, et montrer que la délétion du locus rna conduit a une

perte compléte des activités RNase I et RNase M (Subbarayan et Deutscher, 2001).

Une oligoRNase, codée par le géne orn, a récemment été identifiée chez E. coli (Yu et Deutscher,
1995 ; Zhang et al., 1998b). C’est un homodimeére thermostable, de 20.7 kDa par monomeére, stimulée par
les ions Mn* (Zhang et al, 1998b). Cette exoRNase 3°-5’, essenticlle a la cellule, hydrolyse

spécifiquement, de fagon processive, les fragments courts d’ARN. Elle serait la protéine impliquée
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dans la dégradation des oligonucléotides de 2 a 5 mers issus des produits terminaux de dégradation par
la RNase II et la PNPase (Ghosh et Deutscher, 1999).

L’oligoRNase appartient a la superfamille de RNases DEDD, caractérisée par la présence de 4
résidus acides invariants et d’autres résidus acides distribués dans trois motifs séparés (pour revue, Zuo et
Deutscher, 2001). Des homologues de I’oligoRNase ont été retrouvés dans tous les génomes eucaryotes
examinés, mais seulement chez les Actinomycétes et les Protéobactéries des subdivisions 3 et y pour

les génomes bactériens séquencés (Tableau 2). Elle n’a pas été mise en évidence chez les Archaea.

II / Les éléements intervenants dans la stabilité des ARNm

La dégradation des ARN est contrdlée par la structure de I’ARN, facteur agissant en cis (Bouvet
et Belasco, 1992 ; Joyce et Dreyfus, 1998 ; Vytvytska er al., 2000), et/ou par la liaison de protéines, comme les

ribosomes ou les ARN hélicases, ou d’autres ARN non codant, facteurs agissant en trans.

II.1 / Les éléments situés en cis

Nous avons précédemment décrit que la dégradation des ARNm chez E. coli est initiée par un
clivage endonucléolytique, principalement par la RNase E, suivie d’une dégradation rapide. Cette
vision est relativement simplifiée, puisque de nombreux transcrits procaryotes sont polycistroniques, et
les cistrons ont des taux significativement différents de traduction et de dégradation. Pour de grands
messagers polycistroniques, la dégradation des cistrons localisés en 5* a souvent lieu avant que les
cistrons distaux soient transcrits. Les extrémités 3’ des ARN naissants sont protégées des exoRNases,
puisqu’elles sont séquestrées dans le complexe ternaire d’élongation contenant la matrice ADN et
I’ARN polymérase. Ainsi, chez E. coli, la dégradation des ARNm est gouvernée au niveau d’un
cistron et non du messager entier. Différentes barri¢res existent, en 5° et 3° du cistron, pour éviter que

la dégradation ne touche les cistrons adjacents.
I1.1.a / Les éléments localisés a I’extrémité 5° des ARNm
La structure de la région 5 des transcrits joue un role fondamental dans la dégradation, en
limitant ou favorisant le premier clivage endonucléolytique limitant. Ceci est illustré par le cas de

I’opéron pts. En effet, les génes de cet opéron peuvent étre transcrits a partir de plusieurs promoteurs

alternatifs (Ryu et Garges, 1994a). Les différents ARNm présentent donc des extrémités 5° différentes, qui
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leur conférent des stabilités différentes. Ceci permet de réguler finement I’expression des génes (Ryu er

al., 1995).

I1.1.b / Les éléments localisés a I’extrémité 3> des ARNm

Les terminateurs Rho-indépendants

La transcription des ARN s’achéve au niveau de sites de terminaison de la transcription, dont
certains dits Rho-indépendants sont constitués d’une longue structure tige-boucle stable, souvent riche
en G-C, suivie d’une séquence riche en poly (U). Ces structures 3’ terminales des ARNm stabilisent de
nombreux ARNm (Abe et Aiba, 1996 ; Cisneros ef al, 1996). La nature de la séquence poly (U) est
insuffisante pour permettre la liaison des exoRNases, et la structure tige-boucle renforce cette
inhibition.

La séquence simple-brin

La nature de la séquence simple-brin située en 3’ affecte la dégradation des ARNm (Lee et
Cohen, 2001). La séquence poly (U) située aprés le terminateur Rho-indépendant limite 1’accessibilité
aux exoRNases. Les séquences poly (G) forment des quartets, inhibant 1’accés des exoRNases et la
dégradation en amont des ARNm. Cette stabilisation, engendrée par une queue poly (G) de longueur
optimale de 15 nucléotides, est inversement proportionnelle a la longueur du transcrit. Les séquences

poly (A) favorisent au contraire la fixation de la protéine Hfq, et la dégradation de ’ARNm.

Les séquences REP (Repetitive Extragenic Palindrom)

Les structures tige-boucle, formées par les séquences REP favorisent la stabilité des ARNm. La
bactérie E. coli posséde environ 600 séquences REP localisées dans les régions intercistroniques a
I’état de copie unique ou plus souvent multicopies (Bachellier ef al., 1999). Ces structures contribuent a
I’expression différenticlle de génes au sein d’un méme opéron, comme cela a été montré dans le cas de
I’opéron maltose malEFG d’E. coli. Cet opéron code trois protéines requises pour le transport des
maltodextrines a travers la membrane cytoplasmique. La protéine codée par le premier gene, MalE, est
fortement produite par rapport aux produits des deux génes en aval, MalF et MalG. La région
intergénique malE-malF contient deux structures tige-boucle REP, stabilisant ’ARNm malE. La
délétion d’une séquence REP diminue d’un facteur 9 la production de MalE. Ainsi, la séquence REP
située dans I’espace intergénique malE-malF, limite la dégradation exonucléolytique du cistron amont
malE (Newbury et al., 1987a, Newbury et al., 1987b ; pour revue, Grunberg-Manago, 1999). In vitro, cette structure
REP de malE inhibe la progression de la RNase Il et de la PNPase, conduisant a la production
d’intermédiaires de dégradation exonucléolytique stables (McLaren et al., 1991; Py et al., 1996 ; Blum et al.,

1999 ; pour revue, Cobum et Mackie, 1999).
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II.2 / Les éléments agissant en frans

Tous les facteurs se fixant a I’ARN peuvent intervenir sur sa stabilité, soit en le protégeant,
comme les ribosomes, soit en inhibant sa protection par les ribosomes ou en favorisant sa dégradation

comme la protéine chaperone H-NS.

I1.2.a / Les ribosomes

Une étude approfondie de la relation entre traduction et stabilité des transcrits a été réalisée sur
I’ARNm lacZ d’E. coli, dont la stabilité est contrélée par une hydrolyse a la RNase E (Yarchuk et al.,
1992). L’ARN polymérase du phage T7 présente la particularité de transcrire les ARN huit fois plus
rapidement que celle d’E. coli. Or, les phénoménes de transcription et de traduction sont couplés chez
les bactéries. En utilisant cette ARN polymérase, il y a découplage entre transcription et traduction
(lost et al., 1992). Les ribosomes, dont la vitesse d’élongation reste inchangée, ne progressent pas a la
méme vitesse que I’ARN polymérase, et de larges régions d’ARN ne sont donc plus protégées par les
ribosomes. Les ARNm /acZ ainsi produits, présentent une stabilité fortement diminuée (lost et Dreyfus,
1995). Cet effet déstabilisateur, lié au découplage entre transcription et traduction est inversement
proportionnel a la vitesse d’élongation de I’ARN polymérase (Makarova ef al., 1995), et est réduit par la
surproduction de protéines se fixant aux ARN, telles que les hélicases DeaD ou SmrB (Tost et Dreyfus,
1994). Ces expériences montrent de fagon claire, que la stabilité du transcrit /acZ est influencée par la
protection de la région codante qui limite I’accessibilité des sites d’hydrolyse par la RNase E. Lorsque
I’ARN n’est pas protégé, sa dégradation par la RNase E est facilitée par I’hélicase RhIB (Khemici et al.,
2005).

La limitation de I’accessibilité des sites de coupures aux RNases par les ribosomes a aussi été
étudiée en utilisant des antibiotiques. L’utilisation d’antibiotiques qui bloquent les ribosomes en cours
d’élongation sur ’ARNm, tels que le chloramphénicol ou la tétracycline, stabilise fortement les
transcrits. Au contraire, I'utilisation de la pyromycine, qui favorise le décrochage précoce des
ribosomes, ou de la kasugamycine, qui inhibe I’initiation de la traduction, déstabilise fortement les
transcrits étudiés (pour revue, Petersen, 1993). La déstabilisation liée a I’absence de traduction est utilisée

dans les mécanismes de régulation feed-back, comme pour la ThrRS (Fig. 23C)(Nogueira er al., 2001).

I1.2.b / La protéine H-NS

La protéine H-NS, de 15 kDa, est impliquée dans la régulation de I’expression de nombreux

geénes en réponse aux variations de 1’environnement et dans I’adaptation a différents types de stress
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(pour revue, Schroder et Wagner, 2002). Ce régulateur global de I’expression des genes chez E. coli,
fonctionne principalement comme un régulateur transcriptionnel (pour revue, Dorman, 2004). La forme
homodimérique ou hétérodimérique avec la protéine paralogue StpA, se lie a I’ADN courbé, et bloque
physiquement I’accés de I’ARN polymérase au promoteur. Les différents diméres semblent aussi
pouvoir agir en tant qu’activateurs transcriptionels, mais le mécanisme n’est pas connu. La protéine H-
NS exerce aussi un role au niveau post-transcriptionnel. Entre autre, elle augmente la production de la
protéine MalT, activateur transcriptionnel de [’opéron maltose, mais diminue [Iefficacité
traductionnelle de I’ARNm rpoS. Elle intervient aussi dans la dégradation des ARN. En effet, il a été
montré que la protéine H-NS augmente la susceptibilité de clivage de ’ARNnc DsrA a la RNase | in
vitro (Brescia et al., 2004). In vivo, I’ARNnc DsrA est dégradé moins rapidement dans un mutant sns™ par
rapport a la souche sauvage. Le mécanisme d’action de la protéine H-NS est le suivant: en
reconnaissant les régions d’ARN en double brin, le dimére H-NS modifierait la structure tertiaire de
’ARN. Les régions en simple brin non accessibles deviennent alors exposées aux clivages par les
RNases. La diminution de stabilité de DsrA, activateur de la traduction de rpoS (Fig. 26) pourrait

expliquer la diminution de I’efficacité traductionnelle de I’ARNm rpoS.

11.2.c / Les ARNnc

Les ARNnc sont des régulateurs post-transcriptionnels, intervenant dans la régulation de la
traduction des ARN, mais aussi dans leur dégradation. Ils peuvent stabiliser ou favoriser la
dégradation des ARNm cibles. Ainsi, ’ARNnc GadY stabilise I’ARNm d’un activateur
transcriptionnel GadX en se liant a I’extrémité 3’ terminale de ’ARNm cible (Opdyke ez al., 2004).
L’activateur transcriptionnel GadX active I’expression de deux Glutamate Decarboxylase, GadA et
GadB, intervenant dans la résistance a un milieu de croissance acide. D’autre part, ’ARNnc RyhB
déstabilise ses ARNm cibles, codant des protéines impliquées dans le métabolisme du fer, comme
I’ARNm sodB codant une Superoxyde Dismutase (Masse et Gottesman, 2002 ; Geissmann et Touati, 2004).
L’interaction de I’ARNnc avec son ARNm cible conduit & une dégradation de ’ARNm sodB par la
RNase E, mais aussi par la RNase III (Afonyushkin ef al., 2005). Il est a noter que la RNase E est plus
souvent impliquée dans la dégradation des complexes ARNm/ARNnc. Ceci est a rapprocher de la

complémentarité imparfaite entre I’ARNnc et son ARNm cible.
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Partie E / Régulation de I'expression des génes du métabolisme

central

I / Variation de la production des enzymes du métabolisme central en

fonction des conditions de croissance

La bactérie E. coli adapte son métabolisme afin de maximiser son taux de croissance dans
différentes conditions de I’environnement (Edwards et al., 2001). Ainsi, elle régule la quantité et ’activité
des enzymes impliquées dans les différentes voies métaboliques suivant la concentration des différents
nutriments et suivant les variations des paramétres physiques de I’environnement, comme la
température de croissance, la concentration en oxygene disponible. Les différentes variations
engendrées par différentes conditions de croissance ont été quantifiées par I’étude du transcriptome ou
du protéome, ou par la mesure d’activités enzymatiques ciblées. Récemment, Peng et Shimizu ont
¢tudié¢ les variations de composition du protéome et de quelques activités enzymatiques du
métabolisme carboné, dans différentes conditions de croissance (Peng et Shimizu, 2003),

Ainsi, en milieu LB complémenté en glucose, la diminution de la quantit¢ d’oxygéne
disponible, ou les cellules passent alors de conditions de croissance aérobies a microaérobies, conduit
a une faible augmentation des enzymes générales du systéme PTS (EI, HPr, EIIA®®), mais aussi des
enzymes de la glycolyse. Les enzymes du cycle de Krebs sont fortement réprimées, tandis que les
enzymes fermentaires, comme celles codées par les génes pfl et adhE, voient leur concentration
fortement augmenter.

Lorsque I’acide acétique est utilisé a la place du glucose, en milieu LB et conditions de
croissance aérobie, la production des enzymes spécifiques de la glycolyse, codées par les génes pfk4,
pykF et ppc (Fig. 41), est inhibée alors que celle des enzymes spécifiques de la gluconéogenése,
codées par les génes fbp, pckA et ppsA (Fig. 4), est activée. La concentration des enzymes du shunt du
glyoxylate, et celles du cycle de Krebs augmentent fortement. Cependant, méme si la concentration de
I’isocitrate désydrogénase (ICDH) codée par le géne icd augmente, son activité est diminuée. En effet,
au niveau de I’isocitrate, deux voies métaboliques sont possibles. La poursuite du cycle de Krebs, par
la réaction catalysée par I'ICDH, conduit a I’élimination de deux molécules de CO; et a la production
de coenzymes réduits (pour revue, Cronan et Laporte, 1996). Le shunt du glyoxylate permet d’éviter la
formation de ces deux molécules de CO, par le cycle de Krebs, et favorise la gluconéogenése. Le
choix entre ces deux voies métaboliques est réalisé au niveau de I'IlCDH. Sa phosphorylation, réalisée
par 'ICDH kinase / phosphatase codée par le géne aceK, diminue I’affinité pour son substrat.

L’isocitrate est alors utilisé préférentiellement par le shunt du glyoxylate. Les enzymes du shunt du
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Figure 41 : Variation du taux des transcrits des voies métaboliques carbonées centrales d'une
souche d'E. coli cultivée sur un milieu minimum contenant de I'acétate par rapport
a un milieu minimum contenant du glucose (d'aprés Oh ez al., 2002).

Les réactions catalysces, induites sur acétate, sont représentées par des fleches rouges, tandis que
celles inhibées sont représentées en bleu. Le taux d'induction (valeur >1) ou de répression (valeur
<1) est indiqué entre parenthése a proximité du géne correspondant.
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glyoxylate sont codées par les génes aced et aceB, et appartiennent a I’opéron aceBAK, avec I'lCDH
kinase/ phosphorylase (pour revue, Cronan et Laporte, 1996). L’¢tude du transcriptome de cultures réalisées
en milieu minimum complémenté en acétate par rapport a un milieu minimum complémenté en
glucose montre des variations similaires a celles observées par I’étude du protéome en milieu LB
complémenté en acétate par rapport a un milieu LB complémenté en glucose. En effet, la quantité de
transcrit des enzymes générales du systéme PTS (ptsl, ptsH et crr), des enzymes spécifiques (ptsG) et
de la glycolyse (fbad, gapA, pgk et eno) diminue (Fig. 41) (Oh et al., 2002). Par contre, les transcrits du
cycle de Krebs, shunt du glyoxylate et des enzymes spécifiques de la gluconéogenése voient leur
concentration fortement augmenter.

De fagon générale, les protéines de la glycolyse et de la néoglucogenése, qui ne sont pas
spécifiquement impliquées dans I'une des deux voies, a savoir les protéines codées par les génes pgi,
JbaA, gapA, pgk et gpmA, montrent un méme taux de variation en fonction des conditions de
croissance (Peng et Shimizu, 2003).

Les variations du protéome ont été comparées a celle du transcriptome a différents moments
d’une culture de forte densité (HCDC : High Cell Density Cultivation) afin de suivre les variations du
métabolisme (Yoon er al, 2003). Cette méthode de culture a été développée pour améliorer la
productivité des produits d’intéréts (pour revue, Lee, 1996). De fagon générale, les variations d’expression
des génes observées par I’analyse du transcriptome et du protéome sont similaires. La encore,
I’expression des genes eno, fbad, gapA, gpmA et (pid de la glycolyse et de la néoglucogenése varient
de la méme manicre. Leur expression est en particulier accrue pendant la phase stationnaire. Par
contre, I’expression des génes codant les enzymes du systeme PTS générales et spécifique (EIIBCY™)
et celles du cycle de Krebs augmentent pendant la phase de croissance exponentielle, mais diminuent
pendant la phase stationnaire.

En général, sous différentes conditions de croissance, les variations d’expression des génes
gapA, pgk et fbad varient de la méme maniére, sauf lors de la surproduction de protéines en milieu
minimum M9 complémenté en glucose (Oh et Liao, 2000). En effet, lorsque la bactérie synthétise de
fagon importante un composé d’intérét non toxique, son métabolisme varie : sa vitesse de croissance
diminue, voire s’arréte si la surproduction atteint 30 % des protéines totales synthétisées.
L’observation du transcriptome montre une augmentation de la quantité de transcrit des enzymes du
cycle de Krebs et du shunt du glyoxylate. Par contre, la quantité de transcrits des génes du transport du
systetme PTS, a la fois des enzymes générales et celle spécifique du glucose, et des enzymes de la
glycolyse diminue. En particulier, la diminution est de I’ordre d’un facteur 1,5 pour ptsG, d’un facteur
2 pour pgk, gapA, ptsHI et crr, mais d’un facteur 5 pour fbad, dans la souche MC4100 en milieu
minimum (Oh et Liao, 2000).

En résumé, nous venons de voir, a travers quelques exemples, que la bactérie modifie son

métabolisme sous différentes conditions, telles qu’un milieu de culture complémenté avec différentes
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Figure 42 : Les régulations exercées par le systéme PTS du glucose chez E. coli
(d'apres Siebold et al., 2001).

Le code couleur pour les composants du systéme PTS est le méme que celui utilisé en Figure 2. Le
transport du glucose par la protéine EIIBCCIC entraine différentes régulations exercées par les
composants du systéme PTS du glucose, régulations représentées par des fléches rouge. En absence de
glucose, les régulations indiquées par les fléches bleues sont exercées.
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sources de carbone. Ces variations ont été observées au niveau des transcrits, de la quantité et de
'activité¢ des enzymes du métabolisme carboné. Nous allons décrire les différentes régulations
exercées au niveau de la production des enzymes du métabolisme carboné, en particulier au niveau de
la glycolyse, par le systtme PTS du glucose, mais aussi la protéine Cra et les systémes a deux

composants.

ITI / Régulation des voies du métabolisme carboné exercée par le

systéme PTS du glucose

Le systeme PTS, décrit précédemment dans la partie A, réalise le transport et la
phosphorylation de son substrat. Il régule aussi le métabolisme de la bactérie au niveau de I’activité
des enzymes, mais aussi au niveau de la transcription des opérons nécessaires pour le métabolisme
d’autres sources carbonées. Ces opérons comprennent les génes codant les protéines assurant le
transport et le métabolisme d’une source carbonée. La régulation de I’expression de ces opérons a pour
but de rentabiliser au mieux les dépenses d’énergies et d’équilibrer I’entrée des sources de carbone
avec les capacités métaboliques de la cellule (pour revue, Bruckner et Titgemeyer, 2002). L’ensemble de ces
régulations appartient au mécanisme de répression catabolique carbonée. Elle est exercée par les
différentes enzymes du systeme PTS, directement, par phosphorylation ou régulation allostérique, ou
indirectement, en fonction du rapport entre la forme phosphorylée et la forme non phosphorylée des
enzymes du systeme PTS (Fig. 42). Les régulations exercées par les composants du syst¢éme PTS du
glucose opérent : 1) au niveau du chimiotactisme, ce qui permet d’orienter la bactérie vers les sources
de carbone empruntant le systéme PTS, régulation exercée via la_protéine EI déphosphorylée qui
inhibe le senseur kinase CheA de la machinerie du chimiotactisme, 2) au niveau de la régulation de
I’expression des génes codant les enzymes spécifiques du métabolisme d’une source de carbone
alternative n’empruntant pas le syst¢tme PTS et leur transport, régulations exercées directement ou
indirectement via les enzyme HPr, 1A% et IIBCY" (Fig. 42). Nous nous limiterons a I’é¢tude des
régulations de I’expression des génes du métabolisme carboné, exercées par les enzymes HPr, EIACK,
EIBCY et Mlc.

II.1 / Régulation du métabolisme carboné par I'enzyme générale HPr

Chez de nombreuses bactéries, un des mécanismes de la répression catabolique carbonée
repose sur la modulation de la phosphorylation, par un des composants du systéeme PTS, d’un

régulateur transcriptionnel, activateur de la transcription ou ayant un réle d’antiterminateur, (pour revue,
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Stulke et Hillen, 1998). Chez E. coli, ce mécanisme de régulation a été observé au niveau de I’opéron
bglGFB, codant respectivement I’antiterminateur BglG de cet opéron, le systéme de transport de [3-
glucosides EITACB®¥ et la phospho-p-glucosidase impliquée dans le métabolisme de B-glucosides
(pour revue, Plumbridge, 2002). L’antiterminateur BglG requiert une phosphorylation par la protéine HPr
pour é&tre actif, et une absence de phosphorylation par le systéme de transport EITACB®, les sites de
phosphorylation étant situés au niveau de deux domaines différents. Ainsi, en absence de [3-glucosides,
la protéine EITACB# transfert son phosphate a I’antiterminateur BgIG, ce qui I’inactive. En présence
de B-glucosides, la protéine EIIACB®® transfert préférenticllement son phosphate au substrat par
rapport a ’antiterminateur BglG. Ce dernier doit cependant étre phosphorylé par la protéine HPr pour
étre complétement activé. Cette phosphorylation est fonction du taux de phosphorylation de la protéine

HPr, qui dépend de I'utilisation d’autres sucres PTS par la bactérie.

Chez E. coli, la protéine HPr peut aussi exercer un contréle du métabolisme carboné en
modifiant 1’état oligomérique de I’enzyme cible. Ainsi, la protéine HPr se fixe a la glycogéne
phosphorylase, codée par le géne glgP, derier géne de I’opéron glgCAP, comprenant aussi les génes
codant une ADP-glucose pyrophosphorylase et une glycogéne synthase (Seok et al., 1997a). L’interaction
de la protéine HPr déphosphorylée avec la glycogene phosphorylase favorise la forme tétramérique de
cette enzyme par rapport aux monomeéres et aux diméres, ce qui conduit a une augmentation de

I’activité de I’enzyme de 250 %.
II.2 / Régulation du métabolisme carboné par la protéine EIIA®"

La diminution du taux de phosphorylation de la protéine EIIA®®, 1ié au transport de sucres par
le systtme PTS en général, exerce deux régulations majeures de la répression catabolique carbonée
que nous allons détailler. D’une part, elle se lie au systéme de transport de sucres non PTS et les
inactive : il s’agit du mécanisme d’exclusion de I'inducteur. D’autre part, elle conduit a une
diminution de la concentration du complexe CRP-AMPc, activateur transcriptionnel d’environ 75
genes (Gosset ef al., 2004). La protéine EIIA®" intervient aussi dans d’autres mécanismes de régulation
elle interagit avec la protéine FrsA, présente chez les y-protéobactéries anaérobes facultatives, qui
régule le flux entre la respiration et la fermentation (Koo er al., 2004), et joue un role dans la régulation

de I’expression du facteur ¢°, au niveau transcriptionnel et traductionnel (Ueguchi ef al., 2001).
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11.2.a / Régulation par la protéine EIIAC" déphosphorylée : I’exclusion

d’inducteur
11.2.a.a / Le role de ’exclusion d’inducteur

L’exclusion d’inducteur correspond a I’inhibition de la formation d’un inducteur nécessaire
pour I’expression de voies métaboliques alternatives. En effet, la présence d’une source de carbone
préférentielle inhibe I’entrée d’une autre source de carbone moins favorable et empéche la formation
de I'inducteur nécessaire a I’expression des voies métaboliques alternatives. Ainsi, chez E. coli, la
présence de glucose inhibe I’entrée du lactose, son isomérisation en allolactose et donc I’induction de
I’opéron lactose par ’allolactose. La présence d’a-méthyl-glucoside, analogue non métabolisable du
glucose, inhibe aussi I’entrée d’autres sucres PTS (Saier er al., 1978 ; Kimata et al., 1997). Ce phénomene
régulateur est réalisé, chez E. coli, par la protéine EITA® déphosphorylée. En effet, la mutation du
gene crr abolit le phénomene d’exclusion d’inducteur. En présence de glucose, la protéine EIIA®" est
principalement sous forme déphosphorylée. Elle se lie aux perméases de sucres non PTS, telles que
celles du lactose, maltose, mélibiose et raffinose, et inhibe le transport des sucres correspondants (Saier
et al., 1978 ; Kimata et al., 1997 ; pour revue, Bruckner et Titgemeyer, 2002). La fixation efficace de la protéine
EIA®" sur les protéines cibles est favorisée par la présence de leur source de carbone spécifique
(Osumi et Saier, 1982; Saier er al., 1983). Ainsi, |’interaction d’une source de carbone avec son transporteur
induirait une modification structurale du transporteur, qui favoriserait sa reconnaissance par la protéine
EIIA®" non phosphorylée. Ce mécanisme permet d’éviter la titration possible de la protéine EIIA®*
par I’ensemble de ses protéines cibles.

L’inhibition de la formation de I’inducteur peut aussi étre réalisée a une étape ultérieure apres
le transport dans la bactérie, comme dans le cas du glycérol. Ce composé rentre dans la cellule par
diffusion facilitée grace a un facilitateur (GIpF) (Fig. 1), puis est phosphorylé par la glycérol-kinase
pour former le glycérol-phosphate, inducteur des génes du catabolisme du glycérol (pour revue, Bruckner
et Titgemeyer, 2002). La protéine EIIA®" se fixe non pas sur le facilitateur au glycérol, mais interagit
avec la glycérol-kinase et inhibe la formation de I'inducteur. Ceci a pour conséquence de limiter le
transport du glycérol par diffusion facilitée. La structure tridimensionnelle a haute résolution du
complexe glycérol-kinase/EIIA" montre que la glycérol-kinase sous forme de tétramére fixe une
protéine EIA®® sur chaque monomeére, par des interactions essentiellement hydrophobes et
¢lectrostatiques, en présence de zinc (Hurley ef al., 1993 ; pour revue, Robillard et Broos, 1999). La fixation de
la protéine EIIA" induit un changement conformationnel de la glycérol kinase qui est renforcé en
présence de zinc, ce qui inhibe I'activité de I’enzyme cible (Holtman et al., 2001a). Il est toutefois a

remarquer que l’inhibition de la glycérol-kinase est réalisée de fagon plus importante par un
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intermédiaire de la glycolyse, le fructose-1,6-bisphosphate (Holtman ef al., 2001b ; pour revue, Bruckner et

Titgemeyer, 2002).

11.2.2.p / Spécificité de interaction de la protéine EIIA®* déphosphorylée

La perméase du lactose, constituée de 12 hélices transmembranaires, interagit avec la protéine
EIIA®" au niveau de deux régions. Les mutations réalisées dans ces deux régions n’affectent pas la
liaison au substrat, puisqu’il y a une activité de transport, mais abolissent la liaison a la protéine
EIIAC* (Seok et al., 1997b ; Hoischen et al., 1996). Les acides aminés de ces deux régions ont été alignés
avec les séquences correspondantes des perméases du maltose (MalK), raffinose (RafB), mélibiose
(MelB) et de la glycérol-kinase. Cet alignement a permis de définir les séquences consensus suivantes
pour les régions 1 et 2 (Sondej et al., 1999) :

région 1 : (V,L)(X){0,2}(S,A,T)(X){0,2}(R)}(X){0,6}G)(K,R)

région 2 : (S,T)(X){0,4}(V,L)(X){0,2}(N,Q,E)(X) {0,2}(G)(X) {0,1 }(N,K)(X){0,1}(S)

(les acides aminés sont indiqués par le code a une lettre ; les deux chiffres entre parenthéses indiquent
le nombre d’acides aminés séparant I’acide aminé amont de I’acide aminé aval.)

I1 est a noter que la perméase du mélibiose (MelB), régulée par la protéine EIIA®®, contient seulement
la région consensus 1, la région 2 étant dégénérée. La recherche de ces régions 1 et 2 sur le génome
d’E. coli a permis d’identifier 1 456 protéines possédant I'une ou I'autre région, et 37 protéines
possédant ces deux régions. Ce groupe de 37 protéines semble constitué de 4 protéines de transport, 2
protéines kinases, 4 protéines de liaison a I’ADN, 10 protéines membranaires, et 17 protéines
cytosoliques. Parmi ces 17 protéines se trouve une pyruvate déshydrogénase E2 (p06959) impliquée
dans I’utilisation du pyruvate, un des produits de la voie métabolique du PTS, et la GTP
pyrophosphorylase (RelA) impliquée dans la synthése du régulateur global ppGpp (Sondej et al., 1999).

Ces deux régions consensus ont été retrouvées au niveau de la zone d’interaction de la protéine
EIIA“* avec la protéine HPr. Ainsi, les interactions régulatrices et catalytiques impliquant la protéine

EIA®" sont réalisées par des régions similaires (Sondej et al., 1999).

I11.2.a.x / Exclusion d’inducteur par des sources de carbone dites PTS

autres que le glucose

En plus du glucose, les autres sources de carbones dites PTS permettent la répression de
I’utilisation des sources de carbone dits non PTS (Saier er al., 1976 ; Saier et al., 1983). Cette répression est
réalisée suivant le méme mécanisme que celui établit pour le glucose : I’interaction de la forme non
phosphorylée de la protéine EIIA®"* avec les protéines cibles du mécanisme d’exclusion d’inducteur.

En effet, la cascade de phosphorylation du systéme PTS étant réversible entre les enzymes générales et
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les protéines EIIA et EIIB, le passage d’une source de carbone au travers de son systéme PTS
spécifique conduirait a la déphosphorylation successive des protéine EIIB et EIIA spécifiques de cette
source de carbone, puis a la déphosphorylation de la protéine générale HPr. Celle-ci est
rephosphorylée par la protéine générale EI, mais peut étre aussi phosphorylée par des protéine EIIA et
EIIB phosphorylées appartenant a d’autres systémes PTS, comme la protéine EIAC™ (pour revue, Saier ef

al., 1996 ; Crasnier-Mednansky et al., 1997).

I1.2.b / Régulation par la protéine EIIA®" phosphorylée : la régulation

transcriptionnelle par le complexe CRP/AMPc

La répression catabolique carbonée résulte de I’exclusion d’inducteur mais aussi de la
répression apparente de la transcription de nombreux génes impliqués dans le métabolisme carboné.
Cette inhibition apparente est due a la diminution de la concentration du complexe CRP/AMPc,
effecteur transcriptionnel régulant I’initiation de la transcription de nombreux génes. Cet effecteur se
lie sous forme de dimeére au niveau de la séquence consensus symétrique suivante, ou les séquences en
gras sont les plus importantes : 5~ AAATGTGATCTAGATCACATTT-3" (Zheng et al., 2004). Elles
sont situées en amont ou dans les promoteurs, et peuvent activer Iinitiation de la transcription par un
mécanisme de classe | ou I (Fig. 10) ou de classe III : le complexe CRP-AMPc agit alors en synergie

avec d’autres effecteurs (Fig. 11).
I11.2.b.a. / Génes régulés par le complexe CRP/AMPc

Différentes méthodes ont été utilisées pour déterminer les génes régulés par le complexe CRP-
AMPc. Une approche informatique basée sur la comparaison du génome d’E. coli avec celui de
Salmonella typhimurium a identifié 161 sites forts et 285 sites faibles potentiels de fixation du
complexe CRP-AMPc (Brown et Callan, 2004). Récemment, une approche de transcription in vitro a
montré que 7 % des génes d’E. coli seraient régulés directement par le complexe CRP-AMPc,
permettant I’activation de 280 génes appartenant a 188 opérons, et réprimant 20 génes contenus dans
16 opérons (Zheng er al., 2004). In vivo, I’étude du transcriptome de souches mutées dans le géne crp
comparée a celui de souche sauvage, cultivées sur un milieu LB avec ou sans glucose, montre que le
géne crp affecte la transcription d’au moins soixante quinze genes, directement ou indirectement
(Gosset et al., 2004). Quelques génes sont activés par le complexe CRP-AMPc en présence de glucose. Ils
comprenent les génes ptsG, codant la protéine EIIBCY", aceE codant le composant E1 de la pyruvate
déshydrogénase, guaB codant I’inosine 5’monophosphate, le géne fis codant la protéine FIS, et celui
codant I’ARNnc Spot42. L’ensemble des génes du métabolisme carboné, réprimés par le glucose et

dépendant du complexe CRP-AMPc, comprend de nombreux opérons des voies du métabolisme
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carboné central, tel que les enzymes du cycle de Krebs et le shunt du glyoxylate, mais aussi les
systémes de transport et de métabolisme de sources de carbone alternatives ou d’acides aminés. Les
genes réprimés par le glucose, dépendant de la protéine CRP comprend aussi de nombreuses protéines
de stress cytoplasmiques, dont les protéines chaperones majeures, 5 complexes protéases ATP-
dépendantes, et différentes protéines de choc au froid ou au chaud. L’effet répresseur du glucose
dépendant de la protéine CRP n’a pas permis d’identifier a chaque fois un site de liaison a CRP dans
les régions de controles des opérons. Le role exercé par le complexe CRP-AMPc est donc a la fois
direct et indirect, utilisant les facteurs de transcription MelR, RpoH (0'32), BglG, FIS et PdhR (Zheng er

al., 2004).
11.2.b. / Régulation de la concentration intracellulaire en AMPc¢

Régulation de la concentration intracellulaire en AMPc par le systéme PTS

D’une maniére générale, le catabolisme des sources de carbone dites PTS conduit a une baisse
de la concentration intracellulaire en AMPc. Le mécanisme limitant la synthése de I’AMPc est li¢ au
transport des composés osidiques par le systéme PTS et en particulier au taux de phosphorylation de la
protéine EINIA®" (Saier er al., 1975 , Saier er al., 1976). En effet, la mutation des enzymes EI, HPr ou la
mutation de I’histidine phosphorylable de la protéine EIIA®" conduisent 4 une production basse et
constante d’AMPc (Levy et al., 1990 ; Reddy et Kamireddi, 1998). L’adénylate cyclase, synthétisant I’ AMPc,
serait activée, via son domaine C-terminal, par la protéine EIIA®* phosphorylée. En effet, I’adénylate
cyclase est constituée de deux domaines : un domaine catalytique situé en N-terminal, et un domaine
C-terminal permettant de limiter la production d’AMPc. Lorsque les adénylates cyclases sont délétées
de la partiec C-terminale, elles ne sont plus inhibées par la présence de glucose. Dans ce cas, elles
synthétisent ’AMPc en forte concentration, ce qui abolit la répression catabolique (Crasnier ef al., 1994).
La présence de glucose dans le milieu de culture conduit a une déphosphorylation de la protéine
EIIA®", donc a une absence d’activation de ’adénylate cyclase. La diminution de la concentration en
AMPc par les sources de carbones PTS autres que le glucose pourrait impliquer un mécanisme
analogue. Le transport de ces sources de carbone par leur syst¢éme PTS conduirait & une baisse de la
phosphorylation des protéines HPr et El, ce qui induirait la déphosphorylation de la protéine EIA®" et

limiterait [’activation de I’adénylate cyclase (Crasnier-Mednansky et al., 1997 ; pour revue, Postma et al., 1996a).

Variation de la concentration en AMPc en fonction de la concentration en glucose

La présence d’un sucre PTS inhibe I’entrée et le métabolisme d’autres sucres non PTS,
seulement lorsque le sucre PTS est en forte concentration. En effet, les cellules d’E. coli cultivées en
chémostat, en limitation de glucose, consomment d’autres sucres sans période de latence (Lendenmann et

Egli, 1995). Ainsi, a faible concentration de glucose, le glucose n’exerce pas d’effet répresseur sur le
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métabolisme de sources de carbone alternatives. Cette absence de répression catabolique carbonée
résulte en partie d’une augmentation de la synthése d’AMPc. Ceci permet a la bactérie de s’adapter a
un milieu pauvre en glucose puisque le complexe CRP-AMPc favorise la synthése des systemes de
transport de forte affinité pour le glucose, tels que le systéme Mgl et la glycoporine de la membrane
externe LamB (pour revue, Ferenci, 1996). La variation de la concentration en AMPc a ¢té alors mesurée
par des méthodes directes et indirectes via la mesure de I’expression de génes dépendant du taux
d’AMPc. 11 a ainsi été montré que, lorsque la concentration en glucose diminue, la concentration en
AMPc intra et extracellulaire augmente brusquement a deux seuils de concentrations différentes : le
premier est situé entre 0,3 et 0,4 mM de Glucose alors que le deuxi¢me est a 0,1 mM (Notley-McRobb et
al., 1997). De méme, la concentration en AMPc¢ diminue lors du catabolisme de sources de carbone PTS
lorsque la concentration de ces sources de carbone dépasse 0,4 mM. Ainsi, lorsque du glucose est
ajouté a une concentration finale supérieure a 0,4 mM a une culture carencée, la concentration
intracellulaire en AMPc chute brusquement, sans que la concentration extracellulaire varie, et n’est pas
liée & une augmentation de ’excrétion d’AMPc, comme cela fut supposé (Saier er al., 1975 ; Notley-

McRobb et al., 1997).

Régulation de la concentration intracellulaire en AMPc par les sources de carbone non PTS

La présence de certaines sources de carbones dites non PTS, telles que le glucose-6-phosphate,
le lactose, le gluconate, conduit également a une forte baisse de la concentration intracellulaire en
AMPc, qui semble indépendante de la protéine EIIA®*. En effet, la mutation du géne crr n’influence
pas cette régulation (Hogema ez al., 1997). La surexpression du systéme de transport UhpT du glucose-6-
phosphate dans la cellule s’accompagne d’une forte diminution de la concentration intracellulaire en
AMPc, suggérant que le transport de ce composé dans la cellule pourrait étre responsable de cette
baisse (Dumay er al., 1996). L hypothése serait qu’un sucre phosphaté, tel que le glycérol-3-phosphate ou
le glucose-6-phosphate inhibe I’interaction de la forme phosphorylée de la protéine EIIA®C avec

I’adénylate cyclase et la production d’AMPc (Eppler et al., 2002).

Régulation de la production d’AMPc par la protéine CRP

La délétion du geéne crp conduit a une forte augmentation de la concentration intracellulaire en
AMPc, montrant le réle fondamental de la protéine CRP dans la régulation de la production d’AMPc
(pour revue, Botsford et Harman, 1992). Cette régulation est exercée par cette protéine a la fois au niveau de
la transcription du géne cya codant I’adénylate cyclase et de I’activité enzymatique correspondante
(Aiba, 1985 ; Inada ef al., 1996 ; Takahashi et al., 1998 ; Krin et al., 2002). En effet, la délétion du géne crp
entraine une légére augmentation de I’expression de la fusion d’opéron cya-lacZ, et une forte
augmentation de I’activité adénylate cyclase par rapport a la souche sauvage. La répression de la

transcription du géne cya est due a la fixation du complexe CRP/AMPc au niveau d’un site
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Figure 43 : Régulation de l'initiation de la transcription des génes cya et crp.

A : Régulation de la transcription du géne cya (d'aprés Aiba, 1985). Le promoteur majoritaire cya P2 est
indiqué en rouge, ainsi que ses séquences -10 et -35. Les promoteurs mineurs cya P1 et cya P'l et leurs
séquences -10 et -35 sont représentés respectivement en bleu et en violet. Le site de fixation du
complexe CRP-AMPc, chevauchant le promoteur cya P2, est représenté en vert. Sa position, indiquant
le centre de symétrie est donnée par rapport au site +1 d'initiation de la transcription du site ¢cya P1.

B : Régulation de l'initiation de la transcription du géne crp (d'aprés Hanamura et Aiba, 1992 ; Ishizuka e al.,
1993 ; Gonzales-Gil ef al., 1998). Les promoteurs crp Pl et ¢rp P2, ainsi que leurs boites -10 et -35, sont
représentées en rouge. Les sites de fixation du complexe CRP-AMPc sont indiqués en vert, et ceux de
la protéine FIS sont indiqués en bleu. Leur position est donnée par rapport au site d'initiation de la
transcription du site ¢rp P1.

La régulation de la transcription des différents promoteurs par la fixation des protéines effectrices sur
leurs sites est schématisée par des fleches de méme couleur que le site mis en jeu.
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chevauchant le site majeur d’initiation de la transcription cya P2 (Fig. 43A). La forte activation de
I’activité de ’adénylate cyclase dans les cellules crp™ est liée a I’augmentation de la concentration de
la protéine EIIA®" phosphorylée, due a une diminution de la vitesse de déphosphorylation. En effet, la
déphosphorylation de la protéine EIIA®" est ralentie, in vitro, en présence de surnageant issu de
cellules crp™ par rapport a un surnageant issu de cellules isogéniques sauvages (Takahashi ef al., 1998).
L’ajout de la protéine CRP au surnageant de cellules c¢rp” ne suffit pas a stimuler la déphosphorylation
de la protéine EIIA®" phosphorylée. Ainsi, une ou plusieurs protéines sous le contréle du complexe
CRP-AMPc favoriseraient la déphosphorylation de la protéine EITA®" (Takahashi et al., 1998). Il pourrait
s’agir, entre autre, du transporteur du glucose EIIBC", dont la transcription est activée par le
complexe CRP-AMPc (Gosset et al., 2004). Deux arguments sont en faveur de cette hypothése : la
protéine EIIA®* phosphorylée interagit préférenticllement avec la protéine EIIBC®* en milieu glucose,
pour permettre I’entrée du glucose (Saier et al., 1996) ; la surproduction de la protéine EIIBC®* conduit &

la déphosphorylation de la protéine EIIA" (Kimata et al., 1997).

Régulation de la production de la protéine CRP

La diminution de la concentration du complexe CRP-AMPc refléte une diminution de la
concentration en AMPc, mais aussi une baisse de la production de la protéine CRP. En effet, la
présence de glucose conduit a une dimmution d’un facteur 2 a 3 de la concentration de la protéine
CRP (Ishizuka ez al., 1993). La transcription du géne crp est a la fois activée et inhibée par le complexe
CRP-AMPc (Fig. 43B) (Aiba, 1983 ; Hanamura et Aiba, 1992 ; Gonzalez-Gil ef al., 1998). La région promotrice
du géne crp présente deux sites d’initiation de la transcription : le promoteur fort crp Pl et le
promoteur crp P2. L’activation de la transcription est liée a la fixation du complexe CRP-AMPc au
niveau du site CRP II situé en position -61.5 par rapport au site d’initiation de la transcription du
promoteur crpl, alors que la répression résulte de la fixation du complexe CRP-AMPc au site CRP 1
de forte affinité, situé en position +42 par rapport au site d’initiation de la transcription du promoteur
crp P1. L’occupation du site CRP I activerait la transcription d’un ARN antisens au niveau d’un
promoteur divergent, situé en position -2 par rapport au site crp P1 (Okamoto et Freundlich, 1986 ; Okamoto
et al., 1988). La transcription du géne crp est aussi régulée par la protéine FIS. Deux sites de fixation de
la protéine FIS recouvrent le site CRP I de fixation du complexe CRP-AMPc, un autre est situé au
niveau du promoteur d’initiation de la transcription crp P2, et un quatriéme est situé en amont du site
CRP II. Ainsi, la protéine FIS module I’accessibilité des sites de fixation du complexe CRP-AMPc
(Gonzalez-Gil et al., 1998). Le contrdle de la transcription du géne crp serait obtenu par les variations de
compositions du complexe nucléoprotéique régulateur formé avec les protéines FIS et le complexe
CRP/AMPc en réponse a I’état physiologique de la bactérie. Au début de la phase exponentielle de
croissance, la protéine FIS, en forte concentration, se fixe au niveau des sites I a III, la fixation au site

IV est inhibée par la fixation du complexe CRP-AMPc au niveau du site de forte affinité CRP II. Ce

87



Introduction

complexe CRP-AMPc active la transcription au niveau du promoteur crp Pl. Au cours de la
croissance, la concentration de la protéine FIS diminue, et libére les sites de fixation I a III. Le
complexe CRP-AMPc peut se fixer au niveau du site CRP I, ce qui inhibe la transcription initiée au
promoteur crp P2 aval, mais favorise la transcription du promoteur divergent au détriment de
’initiation de la transcription au promoteur c¢rp Pl. En phase exponenticlle de croissance, la
concentration de FIS et CRP-AMPc est faible, la transcription du géne crp pourrait étre réalisée a

partir des deux promoteurs.

11.2.b.y / Influence de la régulation de I’exclusion d’inducteur par le

complexe CRP-AMPc¢

L’effet glucose, observé en milieu glucose/lactose, ne serait pas lié majoritairement a une
diminution de la concentration en complexe CRP/AMPc, mais a I’exclusion d’inducteur (Kimata et al.,
1997). En effet, I’ajout d’IPTG sur une souche d’E. coli possédant le promoteur /acL8UVS5, promoteur
du geéne lacZ modifié de fagon a étre indépendant du taux de complexe CRP/AMPc, abolit I’exclusion
d’inducteur. De méme, la délétion du géne crr, ou la surproduction de la perméase au lactose LacYy,
¢limine I'effet glucose. Le complexe CRP-AMPc semble plutét jouer un réle indirect via I’exclusion
d’inducteur. Or, parmi les génes dont I’expression est diminuée dans des souches délétées des génes
crp ou cya se trouve le géne ptsG. Sa surproduction restaure 1’effet glucose dans les souches délétées
de I'un ou l'autre des composants du complexe CRP-AMPc. Le complexe CRP-AMPc pourrait
exercer un réle crucial dans I’exclusion d’inducteur, responsable de la diauxie glucose-lactose, en

activant I’expression du géne ptsG (Kimata et al., 1997).
11.2.c / Régulations exercées par les sources de carbones non PTS via la protéine EIIA®"

Certaines sources de carbones dites non PTS peuvent induire une forte répression catabolique,
bien qu’elles ne soient pas transportées par le PTS. C’est le cas en particulier du lactose, du glucose-6-
phosphate, du gluconate et du glycérol-3-phosphate (Hogema et al., 1998a, Hogema et al., 1998b ; Eppler et al.,
2002). Cet effet dépend en partie de la variation du taux de phosphorylation de la protéine EIIA®*. La
déphosphorylation engendrée par le métabolisme du glucose-6-phosphate, du mélibiose, du lactose et
de I'arabinose est quasiment aussi important que pour des sucres PTS (Hogema er al, 1998b). Ce
phénomeéne serait lié au métabolisme de ces sources de carbones (Hogema ef al., 1998a). En effet, ces
sources de carbone non PTS sont métabolisées en pyruvate, par la voie de la glycolyse. Le rapport des
concentrations entre le PEP et le pyruvate est alors diminué, ce qui doit limiter le taux de

phosphorylation des enzymes EI, HPr et EITA®® du systéme PTS (Hogema et al., 1998a). Dans ce cas, la
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Figure 44 : Représentation schématique de la régulation du métabolisme carboné chez E. coli
(d'apres Gonzalez-Gil er al., 1998; Aiba, 1985; Eppler et al., 2002 ; pour revues, Postma et al., 1993 ; Postma et al., 1996).

Les protéines du systéme PTS sont représentées comme dans la Figure 2. Les systemes de transport des
sources carbonées autres que celles empruntant un systéme PTS sont indiquées en gris. L'entrée dans la
cellule de substrat PTS induit une déphosphorylation des enzymes du PTS, dont la protéine EIIAGIc,
Les différentes régulations engendrées par l'entrée d'un substrat PTS, ou d'un substrat non PTS
induisant une répression catabolique carbonée sont indiquées en rouge, les régulations réalisées en

absence de répression catabolique carbonée sont indiquées en vert.
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forme non phosphorylée de la protéine EIIA®" limiterait I’entrée des sources de carbone non PTS par
le phénomene d’exclusion d’inducteur (Fig. 44).
Cependant, d’autres sources de carbone dites non PTS entrainent une répression catabolique

Gle

en limitant interaction de la protéine EIIA”™ phosphorylée avec I’adénylate cyclase par un sucre

phosphaté, tel que le glycérol-3-phosphate ou le glucose-6-phosphate (Fig. 44) (Eppler et al., 2002).

II.3 / Régulation du métabolisme carboné par la protéine EIIBC® par

I'intermédiaire du régulateur transcriptionnel Mic

L’« effet glucose» correspond a la répression catabolique carbonée exercée par le glucose sur
le transport et le métabolisme d’autres sources de carbone. Cet effet nécessite le transport du glucose
par son systeme PTS spécifique. 1l comprend les régulations exercées par les enzymes générales et
EIIA®", mais aussi celle exercée par la protéine EIIBC®". En effet, le transport du glucose par son
systtme PTS conduit a une déphosphorylation de la protéine EIIBC®*, et une séquestration du
répresseur transcriptionnel Mlc au niveau de la membrane (Nam ez al., 2001). En absence de glucose, ce
répresseur se fixe au niveau de I’ADN, et inhibe la transcription des génes liés au transport et
métabolisme en rapport au glucose. Il réprime I’expression de ces genes ptsHI codant les enzymes
générales El et HPr, le géne ptsG, codant la protéine EIIBCY, I’opéron manXYZ, codant les enzymes
du systéme PTS du mannose qui transporte le mannose et d’autres hexoses comme le glucose, et la
protéine malT, I’activateur transcriptionnel du régulon maltose dont la dégradation conduit a la
formation de glucose et glucose-1-phosphate. La protéine Mlc régule aussi I’expression de son propre
gene (pour revue, Plumbridge, 2002).

La protéine Mlc a été identifiée lors de la recherche de génes inhibant la synthése d’acide
acétique dans un milieu LB complémenté en glucose. Sa surproduction conduit a I’obtention de larges
colonies sur boites LB complémentées en glucose, d’ou son nom (make large colonie) (Hosono ef al.,
1995). Cette protéine, de 44 kDa, appartient a la famille de répresseurs transcriptionnels procaryotiques
ROK (Represseurs, ORFs, kinases) (pour revue, Plumbridge, 2002). Elle interagit avec I’ADN par son
domaine N-terminal pour réprimer la transcription des génes cibles, au niveau de la séquence
consensus suivante, dans laquelle les bases importantes sont soulignées (Plumbridge, 2001):

5’-TTATTTN9AAATAA-3’
Cette séquence consensus, déterminée par la technique SELEX, est trés proche de celle reconnue par
le régulateur transcriptionnel NagC, qui présente 40 % d’identité avec la protéine Mlc (Hosono et al.,
1995 ; Plumbridge, 2001). Le régulateur NagC coordonne la biosynthése d’acides aminés sucrés, tels que
la glucosamine et la N-acetylglucosamine, avec leur catabolisme. La levée d’inhibition de la protéine

Mlc est liée a sa séquestration au niveau de la membrane (Tanaka et al., 2004). La protéine Mlc interagit
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avec la protéine EIIBCY"* déphosphorylée par son motif de haison a I’ADN en N-terminal (Seitz et al.,
2003 ; Tanaka et al., 2004). Etant donné que certains régulateurs transcriptionnels exercent leur régulation
depuis la membrane, la protéine Mlc semble subir un changement conformationnel lorsqu’elle
sassocie au transporteur EIIBC®*. Le domaine C-terminal de Mlc formerait une hélice amphipathique
qui interagit avec la membrane, ce qui conduirait a une tétramérisation de la protéine Mlc ou un
changement conformationnel de la protéine Mlc (Seitz e al., 2003).

Le géne mlc est exprimé a partir de deux promoteurs Pl et P2, ou Pl est reconnu par
I’holoenzyme Ec”’, et P2 par Ec’” et Ec*. Il est soumis & une faible autorégulation, un site de fixation
a Mlc recouvre le site d’initiation P2. Un site de fixation du complexe CRP/AMPc permet la
répression du promoteur P1, mais I’activation du promoteur P2. La production de Mlc est aussi régulée
au niveau post-transcriptionnel. En effet, en présence de glucose, I’ARNm m/c est rapidement dégradé.
I1 est a noter que la production de Mlc est favorisée sous des conditions de croissance en anaérobie

(pour revue, Plumbridge, 2002).

L’effet engendré par le transport de glucose par la protéine EIIBC®" ne serait pas uniquement
lié a la protéine Mlc. En effet, la transcription de la fusion transcriptionnelle sdh-lacZ est inhibée en
présence de glucose, dans un milieu LB tamponné avec du phosphate (Takeda er al, 1999). La
surproduction de la protéine Mlc léve la répression par le glucose observée pour ces conditions de
croissance. Par contre, la délétion du géne mle n’a aucun effet. Ainsi, I’effet glucose, nécessitant le
transporteur EIIBC®", ne semble pas directement lié a la protéine Mlc (Takeda er al., 1999). De Reuse et
Danchin (1991) ont proposé le modéle suivant pour I’activation par le glucose : la protéine EIIBCY*
serait la protéine détectrice d’un systéme a deux composants, associée a un régulateur transcriptionnel
(De Reuse et Danchin, 1991). I1 a été proposé que ce complexe pourrait activer la transcription des génes

gapA, pgk, mais inhiberait celle de sdhCDAB, codant la succinate déshydrogénase qui appartient au
cycle de Krebs (Takeda et al., 1999).

II.4 / Régulation de I'expression des génes du systéme PTS du glucose

Les génes codant les enzymes EIl spécifiques d’un systéme PTS d’une source de carbone
donnée sont généralement regroupés avec ceux responsables du catabolisme de cette source de
carbone, sous la forme d’un opéron fortement régulé. L’organisation des génes codant le systéeme PTS
spécifique du glucose est différente (pour revue, Postma et al., 1993 ; Postma et al., 1996¢). Les protéines EII%*
comprennent la protéine EIIA®"* et IIBC®*, codées respectivement par les génes crr et ptsG. Le géne
crr est localisé en aval des génes ptsH et ptsl, codant respectivement les enzymes générales HPr et EI.

L’ensemble forme ainsi I’opéron pts, situé a 55 minutes sur le chromosome d’E. coli. Le géne ptsG,
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A : Régulation transcriptionnelle de I'opéron pts
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Figure 45 : Régulations transcriptionnelles de I'opéron pts et du géne ptsG chez E. coli
(d'apres Ryu er al., 1995 ; Shin et al., 2003 ; Jeong ef al., 2004a ; Vanderpool et Gottesman, 2004),

A : Les promoteurs contenus dans l'opéron, ainsi que leurs boites -35 et -10 potentielles sont indiqués.
Les sites de fixation des régulateurs transcriptionnels sont schématisés par des rectangles vert, rouge et
violet pour le complexe CRP-AMPc, la protéine Mlc et la protéine Cra, respectivement.

B : Les promoteurs ptsG Pl et ptsG P2 sont indiqués en bleu, ainsi que leurs séquences -10 et -35
potenticlles. Le sites de fixation pour le complexe CRP-AMPc, la protéine Mlc, la protéine FIS et le
régulateur de réponse ArcA-P sont respectivement schématisés par des rectangles verts, rouges, bleus et
orange clair. L'effet de 'occupation de ces différents sites est symbolisé par des fléches de couleur
identique a celle du site de fixation correspondant.

C : Modcle de régulation post-transcriptionnelle de I'ARNm pisG. Le méme code couleur de la figure 2
est repris pour représenter le transporteur PTS du glucose. L'activateur transcriptionnel de 'ARNnc est
représenté par une ctoile, les ARNnc et ARNm par un trait ondulé, bleu et violet, respectivement.
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situé¢ a 25 minutes, est indépendant de cet opéron. Cette organisation particuliére pourrait étre due a la
place fondamentale du métabolisme du glucose chez E. coli. Nous décrirons ici les régulations de

I’expression de I’opéron pts et du géne ptsG.
11.4.a / Régulation de I’expression de I’opéron pits

La transcription des genes ptsH, ptsl et crr de I'opéron pts est initiée a partir de sept
promoteurs, qui peuvent étre réunis en trois groupes ptsH PO, ptsH P1 et crr P2 (Fig. 45A) (De Reuse et
Danchin, 1988 ; De Reuse er al., 1992 ; Ryu ef al., 1995). Les génes ptsH et pts/ sont transcrits a partir des
groupes de promoteurs ptsH PO et ptsH Pl, alors que le géne crr est transcrit majoritairement
indépendemment des autres génes de I’opéron, a partir des promoteurs crr P2 I et P2 11, localisés dans
le géne ptsl. Ces deux promoteurs crr P2 I et P2 II présentent chacun une boite -10 étendue, sans boite
-35 apparente (De Reuse et Danchin, 1988). Ils ne semblent pas influencés par le complexe CRP-AMPc, ni
par la présence de glucose dans le milieu de culture. Ils assurent ainsi une expression constitutive de la
protéine EIIA®* responsable de I’activation de I’adénylate cyclase en absence de glucose. Il est a noter
que, dans une souche délétée du gene crp, I’expression du géne crr est activée par la protéine H-NS.
La double mutation ¢rp Ans diminue la quantité de protéine EIIA®" d’un facteur 2, ce qui a pour
conséquences de diminuer la quantité de protéine EIIA®" phosphorylée, donc I’activation de
I’adénylate cyclase (Krin er al., 2002).

L’initiation de la transcription au niveau des promoteurs ptsH PO et ptsH P1 est plus complexe
(Fig. 45A). Le promoteur ptsH P1 présente un site de fixation CRP2 pour le complexe CRP-AMPc de
faible affinité, centré 35,5 bp en amont du site d’initiation Pla (De Reuse ef al., 1992 ; Fox et al., 1992 ; Ryu
et Garges, 1994a). La fixation du complexe CRP-AMPc sur ce site induit I'utilisation du site d’initiation
P1b au détriment du site d’initiation Pla, situé 7 nucléotides en amont. La distance entre le centre du
site CRP1 et le site d’initiation de la transcription P1b est alors de 42,5 pb, ce qui est compatible avec
le mécanisme d’activation de la transcription de classe I par le complexe CRP-AMPc (Ryu et Garges,
1994a). Cet effet est limité par la présence de la protéine Cra, présentant un site de fixation chevauchant
le site CRP 1. Bien que la protéine Cra peut se fixer simultanément avec le complexe CRP-AMPc au
niveau de leur site de fixation, I’interaction de Cra avec I’ADN peut déplacer le complexe CRP/AMPc
de son site de liaison en présence de ’ARN polymérase et favoriser ainsi le maintien de I’initiation
transcriptionnelle au niveau du site Pla (Ryu er al, 1995). Ces régulations antagonistes semblent
conduire a un taux constant d’initiation de la transcription du promoteur ptsH P1, quelles que soient
les conditions de culture (De Reuse et al., 1992 ; Ryu et Garges, 1994a ; Ryu et al., 1995). De plus, les transcrits
initiés au niveau de ce promoteur sont stables, contrairement aux transcrits initiés au niveau du
promoteur ptsH PO, permettant sans doute une expression constitutive des génes de cet opéron (Ryu ef

al., 1995). Ainsi, les cellules semblent moduler la transcription de I’opéron pts au niveau du promoteur
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P0. La transcription est réalisée ici a partir de trois sites, POa, POb et POx. Elle débute au site POb au
licu du site POa in vitro en présence d’un ADN matrice linéaire, ou au site POx lorsque I’initiation de la
transcription est réalisée par I’holenzyme Ec” (Ryu et Garges, 1994a). L’initiation de la transcription au
site P0a, qui présente une séquence -10 étendue et une boite -35, est activée a la fois par le complexe
CRP-AMPc et par le glucose (De Reuse er al., 1992 ; Ryu et Garges, 1994a ; Plumbridge, 1999). Le complexe
CRP-AMPc posseéde un site de forte affinité, CRP2 centré 63,5 pb en amont du site d’initiation POa, et
active la transcription par un mécanisme de classe I (De Reuse ef al., 1992 ; Fox ef al., 1992). La régulation
de la transcription par le glucose est réalisée par la protéine Mlc, qui posséde un site de fixation au

niveau du site d’initiation de la transcription PO (Plumbridge, 1999).

11.4.b / Régulation de I’expression du géne ptsG codant la protéine EIIBC®"

11.4.b.a / Régulation de Pinitiation de la transcription du géne ptsG

La transcription du géne ptsG est réalisée a partir des deux promoteurs ptsG Pl et ptsG P2 (Fig.
45B). Elle est régulée positivement par le complexe CRP-AMPc, et négativement par la protéine Mlc,
mais aussi par la protéine FIS et le régulateur de réponse ArcA-P. Le promoteur ptsG P1 contribue
majoritairement a 1’expression de ce géne, le promoteur ptsG P2, d’efficacité plus faible, est localisé
en amont (Plumbridge, 1998b). Le promoteur ptsG P ne présente pas de séquence -35 potentielle, mais
possede un site de fixation pour le complexe CRP-AMPc, centré 40,5 pb en amont du site d’initiation
de la transcription : I’efficacité de ce promoteur est strictement dépendante de ce complexe (Kimata et
al., 1997 ; Kimata et al., 1998 ; Plumbridge, 1998b). En présence de glucose, la répression de la transcription
du géne ptsG par la protéine Mlc est levée, ce qui conduit a une augmentation de D’efficacité
transcriptionnelle du promoteur ptsG Pl, et une légére augmentation de I’activité du promoteur
alternatif ptsG P2 (Plumbridge, 1998b). La protéine FIS favorise a la fois la transcription par le complexe
CRP-AMPc, mais aussi la répression par la protéine MlIc (Shin ef al., 2003).

La transcription du géne ptsG est aussi régulée en fonction des conditions redox de la cellule
(Jeong et al., 2004a). Lorsque le transport d’électrons n’est pas assez important, un transport trop
important de sucres conduit a la production de sous-produits acides du métabolisme, tels que I’acide
acétique. La bactérie régule alors I’entrée des sucres par une répression de la transcription réalisée par

le régulateur de réponse ArcA-P au niveau du promoteur ptsG P1 (Fig. 45B).
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11.4.b.p / Régulation post-transcriptionnelle du géne ptsG

Lorsque la glycolyse est inhibée, soit par une mutation dans les genes pgi, pfkA ou fbaA, codant
les trois premiéres enzymes de la glycolyse, ou soit par I'utilisation d’a-méthylglucoside, analogue du
glucose qui entre et est phosphorylé par le systtme PTS du glucose mais n’est pas métabolisé,
I’ARNm ptsG est rapidement clivé par la RNase E dans la région 5 (Kimata e al., 2001 ; Morita et al.,
2003). Cette dégradation est réalisée lorsque P’ARNm ptsG est traduit et la protéine EIIBC®"
comprenant les deux premiers domaines transmembranaires est insérée au niveau de la membrane
interne. Cette localisation de ’ARNm ptsG a proximité de la membrane interne limite la fixation des
ribosomes pour de nouveaux cycles de traduction, et favoriserait I’interaction de I’ARNm ptsG avec
I’ARNnc SgrS et la protéine Hfq (Vanderpool et Gottesman, 2004 ; Kawamoto ef al., 2005). La transcription de
I’ARNnc SgrS est activé en présence de sucres phosphatés : ceux-ci interagiraient avec I’activateur
SgrR, produit du géne transcrit de fagon divergente par rapport 4 ’ARNnc SgrS, ce qui active la
transcription de I’ARNnc SgrS. D’autres mécanismes de régulations peuvent aussi intervenir dans la
régulation post-transcriptionnelle de I’ARNm ptsG. Ainsi, le ppGpp, dont la concentration augmente
lors de la mutation du géne fbad ou de I'utilisation d’a-méthylglucoside (Cashel er al., 1996 ; Schneider et
Gourse, 2003) pourrait jouer un role dans cette régulation. En effet, le ppGpp module I’activité de la
RNase P, RNase qui intervient dans la dégradation des ARNm dont les produits sont impliqués dans le
transport. La RNase P pourrait alors dégrader PARNm ptsG lors d’une augmentation de la

concentration en ppGpp.

IIT / Régulations des voies du métabolisme carboné exercées

indépendemment du systéme PTS du glucose

Les composants du systtme PTS ne sont pas les seuls éléments contrélant le métabolisme
carboné de la bactérie. Nous décrirons ici les régulations exercées par le régulateur transcriptionnel

Cra et les systémes a deux composants PhoBR et ArcAB.

IIL.1 / Le régulateur FruR, appelé aussi Cra

Réle de la protéine Cra

La protéine Cra (Catabolic repressor/activator) exerce un mécanisme de répression catabolite
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Les genes dont la transcription est activée par la protéine Cra sont indiqués en rouge, tandis que ceux,
dont la transcription est réprimée, sont indiqués en gras et en bleu clair. Les génes pgk et fbad sont
localisés en aval du gene epd, dont I'expression est réprimée par la protéine Cra, sont indiqués en bleu
clair. Un site de fixation a la protéine Cra a été retrouvé en amont du géne zw/. indiqué en violet, ou le

role de Cra n'a pas encore été déterminé.
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indépendante du complexe CRP-AMPc. Cette protéine a été identifiée initialement lors de la recherche
de mutants suppresseurs de la mutation ptsH, capables de se développer sur des milieux contenant des
sucres dits PTS (Saier er al, 1970). La protéine Cra, appelée anciennement FruR, réprime la transcription
de ’opéron fruBKA. Cet opéron code les trois protéines impliquées dans le transport et le métabolisme
spécifique du fructose (Reizer et al, 1994). Les protéines FruA (IIB’BC) et FruB (Domaine FPr en C-
terminal, et ITA™ en N-terminal) assurent le transport et la phosphorylation du fructose en fructose 1-
phosphate (Fig. 46). La fructose 1-phosphate kinase (fruK) phosphoryle le substrat en fructose-1,6-
diphosphate (Reizer er al., 1994). La mutation du géne fruR altére I’expression de nombreux génes, dont
les produits sont impliqués entre autre dans la glycolyse, la gluconéogenése, le cycle de Krebs, le
shunt du glyoxylate (Fig. 46). La protéine FruR, dont I’inactivation montre des effets pléiotropes, a ¢été
renommeée Cra pour Catabolite repressor/activator (pour revue, Saier, 1996).

La protéine Cra semble limiter I’expression des génes dont les produits sont impliqués dans la
dégradation glycolytique des sources de carbones, tandis qu’elle favoriserait I’expression des génes
intervenant dans la gluconéogenése (Ramseier e al., 1995 ; pour revues, Ramseier, 1996 ; Saier, 1996). Ainsi, en
plus de I"opéron fru, la protéine Cra inhibe la transcription des opérons mtl et edd-eda codant les
enzymes impliquées respectivement dans le métabolisme spécifique du mannitol et la voie de
dégradation d’Entner-doudoroff (Ramseier er al., 1995). Les enzymes générales du systéme PTS, EI et
HPr, sont réprimées au niveau de la transcription par la protéine Cra chez S. typhimurium (Chin et al.,
1989). Chez E. coli, la protéine Cra se fixe au niveau de la région régulatrice du promoteur ptsH P1 de
I’opéron pts, mais ne jouerait pas un réle important dans la régulation de I’expression cet opéron chez
E. coli (Ryu et al., 1995). De méme, I’expression des geénes pfkd et pykF, dont les produits catalysent les
deux réactions irréversibles de la glycolyse, est également limitée par la fixation de la protéine Cra au
niveau de leur promoteur (Bledig ef al., 1996 ; Negre et al., 1996). Enfin, elle limite I’expression du géne glk,
codant la glucokinase (Meyer et al., 1997). L’inactivation de la protéine Cra favorise la croissance des
bactéries en présence de sucres glycolytiques, mais permet d’utiliser moins efficacement les acides
aminés et les intermédiaires du cycle de Krebs (Ramseier er al.,, 1995). Ainsi, la transcription des génes
spécifiquement impliqués dans la gluconéogenése, comme les génes ppsA ou pckA, codant la PEP
synthase et la PEP carboxykinase respectivement, est activée par la protéine Cra (Geerse ef al., 1989 ;
Negre et al., 1998 ; Ramseier ef al., 1993 ; Ramseier et al., 1995). La transcription du géne icd de I'isocitrate
déshydrogénase, enzyme du cycle de Krebs, et I’opéron aceBAK, codant les deux enzymes du shunt du
glyoxylate et I’isocitrate déshydrogénase kinase/phosphatase semblent étre activée par la protéine Cra
(Chin et al., 1989 ; Ramseier ef al., 1993).

La protéine Cra active aussi la transcription de I’opéron cydAB, codant la cytochrome d
oxydase, intervenant dans la chaine respiratoire (Ramseier e al., 1996), mais réprime I’expression de

I’alcool déhydrogénase adhE, responsable de la fermentation alcoolique (Mikulskis et al., 1997).
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Mécanisme d’action

La protéine Cra est composée de quatre sous-unités de 334 acides aminés et 37 kDa, et
appartient a la famille des régulateurs transcriptionnels Lacl/GalR. Elle posséde un domaine N-
terminal de liaison & ’ADN HTH, et un domaine C-terminal permettant I’interaction entre les
différentes sous-unités et la fixation d’inducteurs (Mikulskis ez al., 1997 : pour revue, Saier, 1996). En effet, la
fixation de la protéine Cra aux séquences cibles est inhibée par des concentrations micromolaires de
fructose 1-phosphate et millimolaires de fructose-1,6-diphosphate (pour revue, Saier, 1996). La séquence
consensus de fixation de la protéine tétramérique Cra est partiellement palindromique (Ramseier er al.,
1995) : (G/A)C/G)TGAA(A/T) * C(C/G)NT(A/T/CYA/T/C)A/T). Cette séquence présente une
meilleure conservation de séquence dans le demi-site de gauche par rapport au demi-site de droite
(Cortay et al., 1994 ; pour revue, Saier et Ramseier, 1996). Ceci est en accord avec la fixation asymétrique de
Cra au niveau du palindrome imparfait, avec une meilleure interaction réalisée dans le demi-site
gauche par rapport au demi-site de droite (pour revue, Saier et Ramseier, 1996). La nature dégénérée de la
séquence consensus pourrait refléter sa fixation avec différentes affinités a ses sites cibles et les effets
pléiotropes engendrés lors de I’inactivation de la protéine Cra (pour revue, Saier et Ramseier, 1996). Ses
séquences cibles sont retrouvées en amont des promoteurs, lorsque ceux-ci sont activés par la protéine
Cra, ou au niveau du promoteur ou en aval lorsque les promoteurs sont inhibés par la protéine Cra.
Lorsque la protéine Cra active la transcription, sa fixation génére une forte courbure de I’ADN, de
I’ordre de 120 degré par exemple au niveau de opérateur du géne ppsA. Cette courbure faciliterait
I’interaction de ’ADN avec les domaines a-CTD de I’ARN polymérase et donc la formation des
complexes ouverts lors de I’initiation de la transcription (Negre e al., 1998 ; Prost et al., 1999).

De nombreux genes, controlés par la protéine Cra, sont également régulés par d’autres
effecteurs transcriptionnels, comme FNR pour la transcription de 'opéron cydAB. Dans ce cas, la
fixation de la protéine Cra nécessite la fixation préalable du régulateur transcriptionnel FNR (Ramseier
et al, 1996). Certains génes sont régulés de fagon inverse par la protéine Cra et le complexe
CRP/AMPc, tel que le géne pckA et 'opéron pis (pour revue, Saier et Ramseier, 1996). D’autre part, la
protéine Cra régule, en milieu minimum M63 fructose, la concentration en AMPc, sa délétion
diminuant la concentration en AMPc (Crasnier-Mednansky er al., 1997). L hypothése serait que la délétion
du géne cra déréprime ’expression de I’opéron fru, dont la protéine FruB et son domaine FPr. La
phosphorylation de FPr est réalisée au détriment de HPr, et donc de la protéine EIIAY", ce qui diminue
le niveau de phosphorylation de la protéine EIIA®", et donc I’activation de I’adénylate cyclase. Ainsi,
la protéine Cra pourrait réguler indirectement I’expression des génes contrdlés par le complexe CRP-

AMPc (Crasnier-Mednansky et al., 1997).
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I11.2 / Les systémes de transduction du signal 2 deux composants

Définition

Les bactéries sont des organismes fortement adaptables, pouvant occuper une large variété de
niches écologiques. Leur adaptation résulte de leur capacité a exprimer uniquement les génes codant
des enzymes et des voies métaboliques nécessaires pour obtenir une croissance maximale pour
I’environnement dans lequel elles se trouvent. Un mécanisme majeur de reconnaissance de
’environnement conduisant a I’expression de génes spécifiques est assuré par les systémes a deux
composants, et son variant plus complexe, le phosphorelai (pour revue, Hoch et Varughese, 2001).

Le systéme de transduction du signal a deux composants, ubiquitaires chez les bactéries a
I’exception de Mycoplasma genitalium, est constitué d’une protéine détectrice (appelée aussi histidine
kinase ou HK), sous forme de dimére, qui mesure un paramétre environnemental et d’un régulateur de
réponse cytoplasmique (RR), comme le systtme PhoBR qui répond a la concentration en phosphate
(Fig. 47A) (pour revue, Foussard et al, 2001). Lorsque la protéine détectrice détecte le signal
environnemental, elle phosphoryle le régulateur de réponse. Celui-ci réalise une réponse adaptative via
généralement une variation de I’expression des génes cibles. Les phosphorelais se différencient de ces
systtmes a deux composants par la présence d’un domaine régulateur et phosphotransférase
supplémentaires, tels que ArcAB, systéme phosphorelai fonction de 1’état redox de la bactérie (Fig.
47B). En absence de signal, la protéine HK peut quelques fois déphosphoryler le RR.

La protéine détectrice, appelée aussi protéine kinase a histidine, comprend un domaine
détecteur variable, pouvant contenir jusqu’a 500 aa, et un domaine transmetteur de 250 résidus,
généralement conservé au niveau de la superfamille des protéines a histidine kinase (pour revue, Foussard
et al., 2001). Différentes boites d’homologies ont pu étre définies dans ce domaine transmetteur. La
boite H comprend I’histidine phosphorylable, et est constituée d’un fagot de 4 hélices a partir de la
dimérisation de deux domaines ou d’un seul domaine appelé unité de phosphotransfert HPt. Les boites
N, G1, F et G2 délimitent la cavité de liaison de I’ATP, et sont situées a proximité du domaine H (Fig.
47B). La détection du signal, réalisée au niveau du domaine détecteur de la protéine kinase a histidine,
provoque un changement conformationnel dans la portion transmembranaire de la protéine, ce qui
active I’activité kinase du domaine transmetteur, et la phosphorylation du résidu histidine. Le domaine
receveur du régulateur de réponse autocatalyse ensuite le transfert du phosphate du résidu histidine au
résidu aspartate, ce qui engendre un changement conformationnel et la libération du domaine
régulateur exergant la régulation. En absence de stimulus, la plupart des protéines kinase a histidine
déphosphorylent leur régulateur de réponse. Ainsi, I’action combinée kinase et phosphatase des
protéines kinase a histidine ajuste ainsi la quantité relative des formes phosphorylées du régulateur de
réponse, en fonction des différents signaux environnementaux.

Les régulateurs de réponses peuvent aussi étre phosphorylés, en absence des protéines a
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Figure 47 : Schéma de transfert des phosphates au niveau des systémes a deux composants
(pour revue, West et Stock, 2001).

A : Le systeme de transfert de phoshate a deux composants "classique" : il comprend une protéine
détectrice dimérique transmembranaire et un domaine cytoplasmique régulateur de réponse. Un
monomere de la protéine détectrice est représenté ici. Les motifs de séquences conservées N, G1, F et
G2 sont localisés au niveau du domaine de liaision de I'ATP. Les activités des protéines détectrices sont
modulées par les signaux de I'environnement. Le groupe phosphate est transféré au résidu acide
aspartique spécifique (D) localisé au niveau du domaine régulateur. La phosphorylation du régulateur
de réponse active le domaine effecteur, qui engendre la réponse cellulaire spécifique.

B : Le syst¢eme de transfert de phoshate phosphorelai. [I comporte une protéine détectrice hybride, qui
comporte un domaine regulateur de réponse additionnel au niveau de son domaine C-terminal. Le
transfert de phosphate réalisé en trois ¢tapes, His-Asp-His-Asp, implique un intermédiaire de transfert
de phosphate (HPt). avec une histidine phosphorylée.
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histidine kinase respectives, par des petites molécules, telles que I’acétyl phosphate (Lukat er al., 1992 ;
Danese et Silhavy, 1998). La spécificité de phosphorylation des régulateurs de réponse par ces petites
molécules, suggére que ces molécules serviraient de signal pour contrdler les régulateurs de réponses
en fonction de 1’état métabolique de la bactérie (Lukat et al., 1992).

Les systemes a deux composants sont impliqués dans différentes régulations en fonction des
parametres de I’environnement. Nous décrirons ici un exemple de systéme a deux composants, le

systeme PhoBR, puis d’un phosphorelai, le systéeme ArcAB.

Le systéme a deux composants PhoBR : activation lors d’une limitation en phosphate

Lors d’une limitation en phosphate, ce composé est transporté par le systeme Pst de forte
affinité (voir Partie A). Par un mécanisme encore inconnu, I’état fonctionnel de ce systéme de
transport est mesuré par le senseur PhoR. Ainsi, en présence de forte concentration en phosphate,
PhoR déphosphoryle et inactive le régulateur de réponse PhoB. Par contre, lors d’une faible
concentration en phosphate transportée par le systétme Pst, ou d’une mutation dans le systéme de
transport Pst, le senseur PhoR phosphoryle PhoB, qui active, ou réprime parfois, la transcription des
geénes et opérons du régulon PHO. Ces derniers sont caractérisés par la présence d’une boite PHO (5’
CTGTCATA(A/T)A(A/T)CTGTCA(C/T)3”) sur laquelle vient se fixer le régulateur transcriptionnel
PhoB phosphorylé. La phosphorylation de I’activateur transcriptionnel PhoB améliore I’affinité de ce
régulateur pour ses séquences cibles (Wanner, 1996).

En absence de PhoR, le régulateur de réponse PhoB peut alors étre phosphorylé par la protéine
détectrice CreC du systéme a deux composants CreC/CreB, en réponse a la présence de glucose,
d’acétate ou de pyruvate en milieu minimum (Avison ef al., 2001 ; pour revue, Bijlsma et Groisman, 2003). En
effet, en milieu riche, I’autophosphorylation de CreC semble étre inhibée (Avison et al., 2001). En milieu
minimum, la protéine CreB phosphorylée se fixe au niveau de la séquence TTCACnnnnnTTCAC, et
régule la transcription des génes cibles : il réprime la transcription de malE de I’opéron transport du
maltose malEFG, mais active I’opéron ackA-pta, les génes tald, radC, trgB, creD, yidS et yiel. Les
produits de I’opéron ackA-pta sont impliqués dans la conversion de ’acétyl-CoA en ATP et acétate
(Fig. 4). Le geéne talA convertit le G3P et sedoheptulose-7-phosphate en fructose-6-phosphate et E4P,
dans la voie des pentoses phosphates (Fig. 4). Le géne radC code une protéine possédant une fonction
de réparation/recombinaison de I’ADN comme RecG, le géne #gB, une ADP-ribose phosphorylase, la

fonction des protéines issues des trois demiers génes n’est pas connue.
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Le phosphorelai ArcAB : activation lors de conditions redox réductrices

Dans le cas des phosphorelais, le transfert du phosphate est réalisé en trois étapes His-Asp-His-
Asp (Fig. 47B). Ainsi, le systéme phosphorelai permet d’intégrer différents signaux tout au long de la
cascade de phosphorylation, comme pour le phosphorelai controlant la sporulation chez Bacillus
subtilis (pour revue, Bijlsma et Groisman, 2003).

Le systeme de transduction du signal ArcAB (Anoxic redox control) d’E. coli, activé lors de
conditions anacrobies, régule I’expression, directement ou indirectement, d’au moins 9 % du génome
d’E. coli (Liu et De Wulf, 2004 ; Salmon et al., 2005). En particulier, il régule les génes et opérons impliqués
dans le métabolisme respiratoire et fermentaire, mais aussi dans la synthése des flagelles, le systéme
de transport du nickel, la dégradation des acides gras a courtes chaines, le cycle TCA, un géne de
superoxyde dismutase et un géne impliqué dans la division cellulaire (Fig. 48) (Liu et De Wulf, 2004 ;
Salmon et al., 2005). Il comprend la protéine kinase ArcB et le régulateur de réponse ArcA. La protéine
ArcB contient trois domaines cytoplasmiques, comprenant le domaine transmetteur H1 avec I’histidine
292, le domaine receveur D1 contenant ’aspartate 576 et le deuxieme domaine transmetteur H2
possédant I’histidine 717. La transmission du signal est réalisée uniquement par chaque intermédiaire
du phosphorelai His-Asp-His-Asp (Kwon e al, 2000). L’histidine 292 s’autophosphoryle, puis
’aspartate 576 récupére le phosphate, ce qui accélere le transfert du phosphate a I’histidine 717.
L’aspartate 54 du régulateur de réponse ArcA est ensuite phosphorylé par I’histidine 717. Ceci
entraine une multimérisation de ArcA sous forme d’un tétramére de dimére, composé a proportion
¢gale de protéines ArcA phosphorylée et non phosphorylée (Jeon er al, 2001). La protéine ArcA
phosphorylée se fixe sur ’ADN au niveau de la séquence consensus 5’-GTTAATTAAATGTTA-3’
(Liu et De Wulf, 2004).

Le systtme ArcAB répond a I’état rédox de la cellule grice aux quinones oxydées. Les
quinones, associées a la membrane, sont des transporteurs d’électrons entre deux complexes
enzymatiques donneur et accepteur d’¢lectrons, respectivement. En présence d’oxygéne, ou de
conditions redox oxydantes, les quinones oxydent deux cystéines de ArcB, localisées sur un domaine
cytoplasmique. Cette formation du pont disulfure conduit & une inhibition de ’autophosphorylation de
ArcB (Georgellis et al., 2001 ; Malpica et al., 2004). ArcB agit aussi en tant que phosphatase de ArcA,
catalysant sa déphosphorylation (Georgellis er al, 1998). Lors de conditions réductrices, ArcB
s’autophosphoryle en présence d’ATP. Cette réaction est favorisée par la présence de certains
métabolites anaérobiques tels que le D-lactate, I’acétate, le pyruvate et le NADH (luchi, 1993 ; Georgellis

et al., 1999 ; Rodriguez ef al., 2004).
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Figure 48 : Régulation de I'expression des enzymes du métabolisme carboné par le RR ArcA
chez E. coli (d'aprés Liu et De Wulf, 2004 ; Salmon et al.. 2005 ¢t

http://www.cifn.unam.mx/Computational_Genomies/regulondb/).

Les différentes voies métaboliques (voie d'Embden-Meyerhof-Parnas, voie des pentoses phosphates,
voie d'Entner-doudoroff, cycle de Krebs et shunt du glyoxylate) sont indiquées sur un fond de couleur
différentes. Nous avons ici repertoriés la variation d'expression des génes d'un facteur supérieur ou
¢gal a 2 lors d'une culture anaérobie en présence ou non du RR. Les génes dont I'expression est
inhibée ou activée par le RR ArcA-P sont indiqués respectivement en bleu ou rouge. Lorsqu'une
régulation transcriptionnelle directe a été¢ mise en évidence, les génes sont indiqués en gras.
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Partie A / Les enzymes FBA, GAPDH, E4PDH et PGK et leur expression

La voie de la glycolyse, appelée aussi voie d’Embden-Meyerhof-Pamnas, est retrouvée chez
quasiment tous les organismes vivants. Elle conduit a la formation du pyruvate a partir du glucose
(Fig. 49) (pour revue, Fraenkel, 1996). Toutes les réactions de la glycolyse peuvent étre réalisées dans le
sens de la gluconéogenése a partir soit d’enzymes catalysant uniquement la réaction inverse, soit des
mémes enzymes, comme pour la FBA, la GAPDH et la PGK. Ces trois enzymes sont fortement
produites, et I’organisation des génes codant ces enzymes est différente suivant les organismes. Chez
la majorité des bactéries, le géne gap codant la GAPDH active, est localisé dans un opéron contenant
des génes codant d’autres enzymes de la glycolyse. Ainsi, le géne gap est fréquement retrouvé en
amont du geéne pgk, comme pour Zymomonas mobilis. Le géne fpi, codant la triose phosphate
isomérase (TIM), est retrouvé en aval du tandem de géne gap-pgk chez les bactéries a Gram positif,
comme B. megaterium (Schlipfer et Zuber, 1992) ou C. glutamicum (Eikmanns, 1992), chez les spirochetes et
les thermotogales (Bardey, 2000). Le géne fbad, codant une FBA de classe I, est quelque fois co-
transcrit avec d’autres génes codant des enzymes catalysant des réactions réversibles de la glycolyse,
tel que la GAPDH et la PGK chez I’algue Euglena gracilis, ou du cycle de Calvin-Benson-Bassham,
tel que la ribulose bisphosphate carboxylase/oxygénase et la phosphoribulokinase chez Rhodobacter
sphaeroides et Xanthobacter flavus (Plaumann et al., 1997 ; van den Bergh er al., 1996). Il est a noter que le
géne fbaA est retrouvé en aval du geéne pgk principalement chez les protéobactéries de la subdivision
¥ (Bardey, 2000).

Dans cette subdivision y des protéobactéries, deux geénes codent des protéines présentant une
forte similitude avec les GADPH, situés a des loci différents sur le chromosome (Bardey, 2000). En
particulier, chez E. coli, le géne gapA, codant la GAPDH active (Hillman et Fraenkel, 1975), est localisé¢ a
40,1 minutes sur le chromosome d’E. coli, alors que le géne gapB est situé a 66,2 minutes, en amont
des génes pgk et fbaA (Alefounder et Perham, 1989 ; Berlyn, 1998). Ce géne gapB, renommé epd, code une
protéine présentant plus de 40 % d’identité en acides aminés avec celle de la GAPDH. Elle porte une
activité érythrose-4-phosphate déshydrogénase non phosphorylante (E4PDH), et une faible activité
GAPDH (Zhao et al., 1995 ; Boschi-Muller et al., 1997), tandis que la GAPDH d’E. coli, codée par le géne
gapA, possede une forte activit¢ GAPDH phosphorylante et une faible activité EAPDH phosphorylante
(Boschi-Muller e al., 1997).

La GAPDH, codée par le geéne gapA, présente une plus forte similitude avec les GAPDH
d’eucaryotes qu’avec les GAPDH d’origine bactérienne (Branlant et Branlant, 1985). Le géne gapA aurait
été acquis par un transfert horizontal de matériel génétique d’un ancétre eucaryote vers un ancétre des
bactéries, alors que le géne epd aurait pu étre généré par mutation d’un géne gap bactérien ancestral

(Branlant et Branlant, 1985 ; Martin ef al., 1993).
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Figure 50 : Structure quaternaire du dimére de la Fructose-1,6-bisphosphate aldolase de classe 11
de type A chez E. coli (d'aprés Cooper et al., 1996).

Les hélices o et les brins B sont indiqués en rouge et vert, respectivement. Les atomes de zinc
catalytiques sont représentés par des spheres bleues.
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Nous décrirons ici les roles, structures et activités enzymatiques de la FBA, de la GAPDH, de

I’E4PDH et de la PGK, puis I’expression des génes codant ces enzymes.

I/ LaFBA

Les FBA catalysent le clivage du fructose-1,6-bisphosphate en dihydroxyacétone phosphate
(DHAP) et glycéraldéhyde 3-phosphate (G3P). Elles possédent une architecture en tonneau (o/f)s.

Les FBA ont été subdivisées en deux classes, suivant le mécanisme catalytique.

I.1 / Les deux classes de la FBA

Les FBA de classe I sont caractérisées par un mécanisme passant par I’intermédiaire d’une
base de Schiff, formé entre le carbonyle en C2 du DHAP ou FBP, et I’amine d’un résidu lysine. De ce
fait, ces enzymes sont inactivées par une réduction par le borohydrate de sodium (NaBH4) en présence
de leur substrat (DHAP ou FBP), mais elles ne sont pas inhibées par 'EDTA (pour revue, Horecker et al.,
1972).

Deux types de FBA de classe I peuvent étre définis. Chez les eucaryotes, les FBA de classe |
sont des homotétrameéres de 160 kDa. Par contre, les FBA de classe I retrouvées chez toutes les
Archeae, a I’exception de T. acidophilum, et la moitié des bactéries, présentent une faible homologie
de séquence avec celles des eucaryotes, de I’ordre de 20 a 30 %, et sont appelées FBA de classe 1A
(Siebers et al., 2001). Elles ont une structure allant du monomere au décameére, ou le poids moléculaire du
monomere varie de 27 a 40 kDa (Plaumann et al., 1997 ; Thomson et al., 1998). De plus, elles peuvent utiliser
le fructose-1-phosphate, avec une plus faible affinité que le fructose-1,6-bisphosphate, et leur activité

est stimulée par le citrate (Thomson ef al., 1998 ; Siebers ez al., 2001).

Les FBA de classe 1l ont un mécanisme catalytique dépendant d’un métal, généralement
I’atome de zinc et sont inhibées par PTEDTA, mais pas par le NaBH, contrairement aux FBA de classe
I. Les FBA de classe II se différencient aussi par leur structure oligomérique des aldolases de classe I :
ce sont des homodiméres de 80 kDa. Elles ont été mises en évidence essenticllement chez les
procaryotes et les Archeae (Plaumann er al., 1997 ; Henze ef al., 1998). Deux types d’enzymes, A et B, ont
été définis dans cette classe I1. Ces enzymes utilisent le méme mécanisme catalytique, mais présentent
une faible identité¢ de séquence (25 a 30 %) (Plaumann er al, 1997). Les enzymes de classe IIA
interviennent dans la glycolyse et néoglucogenése, alors que les enzymes de type IIB peuvent
intervenir dans le cycle de Calvin, ou porter une autre activité, comme la tagatose bisphosphate

aldolase (Plaumann et al., 1997).
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Figure 51 : Mécanisme catalytique de la FBA de classe 1l chez E. coli (d'aprés Zgiby et al., 2002).

L'Asp 109 joue le role de base et
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ce qui conduit a la formation du
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La majorité des organismes ne possédent qu’une seule classe de FBA, bien que quelques
organismes possedent les deux classes, comme I’eucaryote Euglena gracilis ou la bactérie E. coli. Les
enzymes FBA de classe I et Il d’E. coli caractérisées montrent une faible identité de séquence, de

I’ordre de 16 %, ce qui suggére une évolution indépendante de ces deux enzymes.

I.2 / Les deux classes de la FBA présentes chez £. coli

La FBA de classe 1A est codée par le géne fbaB (appelé anciennement dhnA), localisé a 46.9
minutes sur le chromosome d’E. coli. L’enzyme est un oligomére constitué¢ de 8 a 10 monomeres,
d’environ 340 kDa (Baldwin et Perham, 1978 ; Thomson ef al., 1998). Sa production est induite sur un substrat
gluconéogénique. Ainsi, cette enzyme contribue a I’activité FBA de la cellule jusqu’a 60 % lorsque la
croissance d’E. coli est réalisée sur un milieu contenant du lactate ou du pyruvate, alors qu’elle ne
représente que 0 a 5 % de ’activit¢ FBA lorsque la croissance d’E. coli est réalisée sur glucose
(Baldwin et Perham, 1978 ; Scamuffa et Caprioli, 1980). E. coli posséde un autre géne dont la protéine présente

une forte homologie aux FBA de classe IA, le géne yneB (Galperin et al., 2000).

La FBA de classe Il, de type A est codée par le géne fbaA, localisé en aval du géne pgk
(Alefounder et Perham, 1989). Elle est constituée de deux sous-unités de 359 aa (40 kDa). Sa structure
tridimensionnelle, obtenue par cristallographie a une résolution de 2,5 A, montre une architecture en
tonneau (o/P)s, ot les deux dimeéres sont orientés perpendiculairement I’un par rapport a ’autre (Fig.
50) (Cooper er al., 1996). Dans les familles d’enzymes possédant cette architecture, le site catalytique est
situ¢ dans une poche formée par les cotés C-terminal des brins B et les boucles les reliant aux hélices a
(pour revue, Nagano er al., 2002). L’Asn 35, la Ser 61 et I’Arg 331 sont impliqués dans la liaison au
glycéraldéhyde-3-phosphate (Qamar er al., 1996 ; Zgiby et al., 2000).

La FBA réalise le clivage du fructose-1,6-bisphosphate en deux étapes. L’ Asp 109 déprotone le
carbone C4 du fructose-1,6-bisphosphate, ce qui conduit a la formation et a la libération du G3P (Fig.
51). Le Glu 182, situé dans la boucle $5-a7 voit son pKa modifié par le mouvement de cette boucle
vers son substrat, ce qui lui permet de donner un proton au substrat et former le DHAP (Zgiby er al.,
2002).

Les ORF agaY et gatY d’E. coli sont des aldolases de classe IIB. Ces deux génes présentent de
fortes homologies aux FBA de classe Il et codent des protéines qui clivent le D-tagatose-1,6-
bisphosphate en G3P et DHAP. La D-tagatose-1,6-bisphosphate aldolase 1, codée par le géne agaY,
serait impliqué dans le transport et le métabolisme du N-acétylgalactosamine ou N-
acétylmannosamine, tandis que la D-tagatose-1,6-bisphosphate aldolase 2, codée par le géne gatY,

joue un role dans le métabolisme du galactitol (Zgiby et al., 2000).
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Figure 52 : Représentation schématique de la structure tridimensionnelle de la GAPDH de
Bacillus stearothermophilus et E. coli.

A : Représentation schématique de la structure quaternaire de la GAPDH de Bacillus
stearothermophilus (d'aprés Skarzynski e al., 1987). Les différentes sous-unités O, P, Q ¢t R sont indiquées.
B : Représentation schématique de la structure d'un monomere de la GAPDH d'E. coli. 11 comprend le
domaine de fixation du cofacteur (domaine de Rossman) et le domaine catalytique. Les helices o sont
colorées en rouge et les brins B en bleu. La molécule de NAD™ est indiquée (d'apres Yun er al., 2000).
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II / La GAPDH et I'E4PDH

II.1 / Roles de la GAPDH et de I'E4PDH

Les GAPDH interviennent au niveau de la glycolyse, gluconéogenése et au niveau du cycle de
Calvin. Trois familles de GAPDH ont pu étre distinguées suivant leur réle physiologique qui peut étre
corrélé au cofacteur utilisé. En effet, les GAPDH phosphorylantes NAD-dépendantes sont
principalement impliquées dans la glycolyse. Elles catalysent la phosphorylation oxydative du D-
glyceraldéhyde 3-phosphate (D-G3P) en 1,3-diphosphoglycérate (1,3diPG), en utilisant comme
cofacteur le NAD" (pour revue, Harris et Waters, 1976). Elles possédent un résidu Asp en position 32 et
Leu-Pro en position 187-188, qui inhibent I’utilisation du cofacteur NADP® par encombrement
stérique et/ou interactions €lectrostatiques (Corbier ef al., 1990 ; Clermont et al., 1993).

Les GAPDH NADP-dépendante, a spécificité de cofacteur duale NAD(P) intervenant dans
le cycle de Calvin, ou la gluconéogénése, catalysent préférentiellement la réaction de
déphosphorylation réductrice du 1,3diPG en D-G3P, en utilisant préférentiellement le NADP' comme
cofacteur. Une corrélation entre rdle physiologique et spécificité de cofacteur a été mise en évidence
chez B. subtillis : la GAPDH phosphorylante NAD-dépendante, codée par le géne gapA, est impliquée
dans la glycolyse, tandis que la GAPDH NADP-dépendante, a spécificité de cofacteur duale NAD(P),
codée par le géne gapB, intervient dans la gluconéogenése (Fillinger et al., 2000).

La troisi¢éme famille de GAPDH catalyse I’oxydation non-phosphorylante du D-G3P en acide
3-phosphoglycérate. Chez les eucaryotes, la GAPDH non phosphorylante, retrouvée chez les
organismes photosynthétiques, génére du NADPH a partir de NADP, nécessaire pour les réactions de
biosynthese. Chez S. mutans, la GAPDH non phosphorylante permettrait de compenser 1’absence de la
glucose-6-phosphate déshydrogénase et de la 6-phosphogluconolactonase, les deux premiéres enzymes

du cycle des pentoses phosphates qui conduit a la production de NADPH, (Boyd ef al., 1995).

Le rdéle de la GAPDH n’est pas limité a son intervention dans la glycolyse et dans le cycle de
Calvin. Ainsi, certaines GAPDH de Streptococcus, localisées dans les membranes cellulaires,
semblent favoriser la virulence de ces bactéries (Gase et al., 1996). Chez les eucaryotes, et en particulier
dans les cellules de mammiféres, de nombreux roles ont été attribués a la GAPDH. Elle interviendrait,
entre autre, dans la réparation et la réplication de I’ADN, la maturation des ARNt du noyau, I’export
d’ARN du noyau, la régulation de la traduction, I’endocytose (pour revue, Sirover, 1999). Elle serait aussi
un catalyseur de I’apoptose chez les cellules humaines : une forte concentration de GAPDH nucléaire
a été retrouvée dans des échantillons prélevés post mortem chez des patients atteints de la maladie de

Parkinson, d’Alzheimer, de la chorée de Huntington. L’utilisation de certains composés pouvant

102



HN
\Q

=
R_@}“ (T

Cycle pyridinium G]vcer’:ldehvde 3-phosphate

4 Wl

ol
=0 S
R— H—C—O—H---N

Hémithioacétal

|

=o |
H J
R— N? H C_ (0 "’H—

“H

3- phosinhog!ycerovlenzvme

|

N |
C=0
/\‘c—o— H—

r—N ))—H
HPO~ u

Hﬂ\l\ |

C=0 z3 N '---..
/(;!)—C—O—H- N N
+ - ~

lmermedlalrc phosphorylé

N ? His176
R_@ Q H— /Y-

o— II’— O—C“ 0]
&
1.3-diphosphoglycérate

La Cys 149, dont la réactivité est
augmentée par le biais d’une paire d’ions
avec I’His 176 protonée, attaque le centre
électrophile du G3P.

La formation de I’hémithioacétal est
assistée par I’His 176 protonée jouant le
role d’acide.

(R = CHOH-CH,0PO;™)

L’hémithioacétal est stabilisé par liaison
H avec I'His 176 protonée.

L’His 176 jouant le rdle base assiste la
réaction d’oxydoréduction, i.e. le transfert
d’hydrure de  I’hémithioacétal au
pyridinium qui est ainsi réduit de NAD' a
NADH.

L’acylenzyme est stabilisé par liaison H
avec I’His 176 protonée.

L’étape d’isomérisation de I’acylenzyme
se fait aprés le remplacement du NADH
par un NAD'.

L’attaque nucléophile d’un phosphate
(phosphorolyse) est assistée par I'His 176
protonée jouant le role d’acide.

Le relargage du 1,3-dPG est assisté par
I’His 176 jouant le role de base.

L’enzyme se retrouve sous forme
holoenzyme.
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interagir avec la GAPDH et inhiber son accumulation dans le cytoplasme montrent une activité anti-

apoptotique (berry, 2004).

Chez E. coli, trois génes gap ont été identifiés. Le géne gapA code la GAPDH active, tandis
que le géne gapB code une érythrose 4-phosphate déshydrogénase (E4PDH), et le géne gapC ne
semble pas coder une GAPDH active du fait de la présence de différents codons stop dans I’ORF
(Hillman et Fraenkel, 1975; Boschi-Muller et al., 1997). L’E4PDH différe de la famille de GAPDH
phosphorylantes NAD-dépendantes par sa spécificité de substrat. Elle réalise I’oxydation de
I’érythrose 4-phosphate en 4-phosphoérythronate et montre une plus forte activit¢ E4PDH non
phosphorylante qu’une activitt¢ GAPDH phosphorylante (Boschi-Muller et al., 1997). Le groupe de
Winkler a supposé I'implication de I’E4PDH dans la biosynthése du pyridoxal 5’-phosphate (Yang et
al., 1998 ; Zhao et al., 1995). Ce coenzyme est essentiel a de nombreuses enzymes impliquées dans le
métabolisme des acides aminés et aux glycogénes phosphorylases (pour revue, Helmreich, 1992).
Cependant, la croissance de souches délétées au niveau du géne epd, codant I’E4PDH, et gapA4, codant
la GAPDH, n’est pas arrétée du fait de I’absence de synthése du coenzyme (Della-Seta et al., 1997). Le

role physiologique de I’E4PDH n’a pas encore été déterminé.

II.2 / Structure et mécanisme des GAPDH phosphorylantes NAD-dépendantes

Les GAPDH sont constituées de quatre sous-unité de 330 aa (37 kDa) (pour revue, Harris et Waters,
1976). La structure tridimensionnelle de GAPDH phosphorylantes NAD-dépendantes, avec ou sans
NAD", a été obtenue a haute résolution pour différents organismes et en particulier pour B. subtilis et
E. coli (Fig. 52) (Skarzynski et al., 1987 ; Duee et al., 1996 ; Yun et al., 2000). Chagque monomére peut étre
divisé en deux domaines distincts. Le domaine de fixation du cofacteur est composé des 148 résidus
amino-terminaux, ainsi que de I’hélice a4 carboxy-terminale (résidus 310 a 330). Ce domaine contient
le motif BaPaf appelé domaine de Rossman, caractéristique de la fixation de cofacteurs (Rossmann e
al, 1974). Le domaine catalytique est constitué des résidus 149 a 309, qui forment un feuillet 3
antiparalléle, ainsi que trois hélices a et d’une longue boucle peu structurée, la S-loop, qui intervient
dans la tétramérisation de la GAPDH. Ce domaine contient la cystéine 149 et I’histidine 176, ainsi que
les sites de fixation des substrats et produits de la réaction. Les sites anioniques Pi et Ps semblent
correspondre aux sites de fixation du phosphate inorganique et du groupement phosphate du G3P
respectivement (Didierjean ef al., 2003). Le site Ps est composé des chaines latérales des résidus arginine
231 et thréoninel79, et du groupement hydroxyle en 2’ du ribose du nicotinamide lorsque le NAD" est
lié ; le site Pi comprend les chaines latérales des résidus sérine 148 et thréonine 208 et la chaine

principale de la glycine 209.
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Figure 54 : Alignement des séquences des protéines GAPDH et E4PDH d'E. coli.

Les résidus en gras sont conservés chez la GAPDH et I'E4APDH d'E. coli K12. Les résidus non
conserves, spécifiques de la GAPDH ou de I'E4PDH sont encadrés en rouge. La numcrotation est
indiquée par rapport a la méthionine de I'E4PDH.
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La GAPDH catalyse I’oxydation phosphorylante du G3P en 1,3 diPG via un mécanisme
chimique en deux ¢tapes (Fig. 53). La premiére est une étape d’oxydoréduction qui conduit a la
formation de I'intermédiaire thioacylenzyme et du NADH. L’attaque nucléophile par la cystéine 149
sur le carbone aldéhydique du G3P serait rendue possible, @ pH physiologique, par la diminution du
pKapp de la Cys 149 de 8,0 a 5,9 par I'His 176. Lors de la deuxiéme étape de phosphorylation,
correspondant a I’étape limitante de la réaction, I’attaque nucléophile du phosphate inorganique envers

I’intermédiaire thioacylenzyme conduit a la formation du 1,3diPG.

II.3 / Structure et mécanisme de I'E4PDH

L’E4PDH posséde une structure trés similaire a la GAPDH (Kauffmann ef al., résultats non publiés).
Elle contient, entre autre, les acides aminés essentiels a la catalyse, la Cys 149 et I'His 176, ainsi que
la plupart des résidus impliqués au niveau des sites Pi et Ps (Fig. 54) (La numérotation des résidus est
celle préalablement proposée pour les GAPDH par Biesecker et al. (1977). Cependant, certains résidus

conservés chez les GAPDH ne sont pas retrouvés chez les EAPDH. Ainsi, ’aspartate 32 impliqué dans

I'interaction avec le groupement n|l|.3/ Structureet cteur est substitué par un glutamate. La
thréonine 179 du site Ps corresponda rlnécanisme de Ju phosphate du G3P est remplacée par une
méthionine. La séquence SSTGA entl E4PDH D8, impliquée dans la fixation du phosphate
mnorganique, est substituée par la sé e substitution pourrait étre impliquée dans
’activité non phopshorylante des E; ¢ al., 1997). Enfin, le résidu thréonine 311,

fortement conservé dans les GAPDH et localisé a proximité du site de fixation du cofacteur est

remplacé par une cystéine.

La réaction d’oxydoréduction non phosphorylante de I’E4P est réalisée en deux étapes, comme
dans le cas de la GAPDH (Fig. 55) (Boschi-Muller er al., 1997). Lors de la premiére étape d’acylation,
I’attaque nucléophile de la Cys 149 sur le substrat E4P conduit a la formation d’un intermédiaire
thioacylenzyme. Contrairement au mécanisme observé pour les GAPDH phosphorylantes, 1’étape de
déacylation est une hydrolyse par une molécule d’eau. L’étape limitante de la réaction est ici1 I’étape

d’acylation.
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région charnicre

Domaine N-terminal Domaine C-terminal

Figure 56 : Structure tertiaire de la PGK de Thermotoga maritima (d'aprés Bernstein ef al.. 1997).

Les hélices o et les feuillets B sont indiquées en rouge et bleu, respectivement. La molécule d'ATP est
indiquée en rose, le G3P en bleu.
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III / La P6K

III .1 / Roles de la PGK

La PGK intervient au niveau de la glycolyse, de la gluconéogenése et de la photosynthese. Elle
réalise le transfert d’une liaison phosphate riche en énergie de I’ATP au 3-phosphoglycérate (3PQG), ce

qui conduit a la formation de 1,3 di-phosphoglycerate et d’ADP (pour revue, Scopes, 1973).

La PGK joue aussi un réle au niveau de I’angiogénése des cellules cancéreuses (Lay ez al., 2000).
Elle intervient dans la réduction de la plasmine, qui est ensuite clivée par différentes protéases pour
aboutir a la formation de I’angiostatine, un inhibiteur de I’angiogénése. L administration de PGK a des
souris portant une tumeur conduit a une augmentation de la concentration d’angiostatine dans le
plasma, a une diminution de la vascularisation de la tumeur et une diminution de la croissance de la

fumeur.

III .2 / Structure et mécanisme de la PGK

Le monomere de la PGK, dont le poids moléculaire est estimé a 41 kDa (387 aa), comprend un
domaine N-terminal et un domaine C-terminal reliés entre eux par une large région charniére, comme
pour la PGK de T. maritima (Fig. 56). Le G3P se lic au domaine N-terminal, alors que I’ADP-Mg*" ou
son analogue non hydrolysable comme I’AMP-PNP, interagit avec le domaine C-terminal (Bernstein er
al., 1997). La fixation de chacun de ses éléments conduit & une torsion de la région charniére située
entre les deux domaines. La torsion finale, de I’ordre de 32°, rapproche les deux substrats ce qui
permet ensuite un transfert direct d’un groupement phosphorylé. La PGK catalyse la réaction en

stabilisant I’état de transition (Fig. S7B) (Bemnstein et Hol, 1998).

IV / Transcription de l'opéron epd-pgk-fbaA et du gene gapA chez E.

coli

III.1 / Transcription de l'opéron epd-pgk-fbaA

La caractérisation des protéines produites par le triplet d’ORF epd-pgk-fba4 montrait que

I’E4PDH est faiblement produite, contrairement aux protéines PGK et FBA (Alefounder et Perham, 1989).
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Deux oxygénes du phosphate en position
de 'analogue non hydrolysable de I'ATP,
I'"AMP-PNP, est stabilis¢ par une
interaction avec I'ion Mg2* et le Gly 399.

Dans I'état de transition, le phosphate est
en conformation bipyramide trigonale. Les
trois atomes d'oxygenes chargés
négativement du phosphate sont stabilisés
un premier par I'Arg 39, le Gly 376, un
second par le Gly 399 et le troisieme par
Lys 219 et I'ion Mg2*,

Deux oxygeénes du phosphate de CI1 est
stabilisé par I'ion Mg2*, I'Arg 39 et le Gly
376.

Figure 57 : Mécanisme réactionnel proposé pour la PGK de Trypanosoma brucei

(d'aprés Bernstein et Hol, 1998).
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Figure 58 : Région régulant la transcription du géne epd chez E. coli
(d'apres Ramseier ef al., 1995 ; Charpentier ef al., 1998 : Bardey, 2000).

Le site d’initiation de la transcription du géne epd, a partir du promoteur appelé epd PO est indiqué par
une fléche brisée. La boite -10 du promoteur est encadrée en noir. La séquence du site de fixation du
complexe CRP-AMPc est indiquée en vert et la séquence du site de fixation de la protéine Cra en
rouge. Les premiers acides aminés de la protéine E4PDH sont représentés (la méthionine est indiquée
en rouge).
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cellule (Della-Seta er al., 1997). Par comparaison, 360 000 tétrameéres de GAPDH sont présents par
cellule, dans les mémes conditions de croissance (Boschi-Muller et al., résultats non publiés).

Au laboratoire, V. Bardey, N. Robas et B. Charpentier ont étudié I’expression du tandem de
genes epd-pgk. Les études préliminaires de Nelleman er al. (1989) suggéraient que le geéne pgk était
exprimé a partir d’un promoteur situé en amont du géne epd, et d’un promoteur situé juste en amont de
I’ORF pgk. Le promoteur epd PO (appelé anciennement gapB PO0) situé en amont de I'ORF epd, a été
identifié¢ (Fig. 57) (Charpentier ef al., 1998). L’initiation de la transcription a partir du promoteur epd PO
est inhibée par la protéine Cra (Ramseier ef al., 1995 ; pour revue, Saier et Ramseier, 1996). Un site de fixation
au complexe CRP-AMPc a été identifié en amont du promoteur epd PO, localisé a 70,5 nucléotides en
amont du site d’initiation de la transcription (Alefounder et Perham, 1989 ; Charpentier er al., 1998). Une
expérience de gel retard montre que le complexe CRP-AMPc se fixe a cette région d’ADN in vitro
(Ramseier er al., 1995). Cependant, in vivo, la délétion de ce site de fixation du complexe CRP-AMPc n’a
pas d’effet sur I’initiation de la transcription a ce promoteur (Charpentier er al., 1998). En effet,
I"activation par le complexe CRP-AMPc est inhibée par la protéine Cra. Ceci a été montré en utilisant
des fusions transcriptionnelle epd-lacZ dans des souches sauvages ou inactivées dans la protéine Cra
(Saier et Ramseier, 1996). En milieu minimum supplémenté en pyruvate, I’inactivation de la protéine Cra
entraine une augmentation de I’activité B-galactosidase d’un facteur 3. Par contre, 'activité¢ B-
galactosidase reste faible en milieu minimum supplémenté en glucose, avec ou sans la protéine Cra.
Ainsi, le promoteur epd PO est activé par le complexe CRP-AMPc, en présence de pyruvate, seulement
si la protéine Cra n’exerce pas son effet répresseur. Le complexe CRP-AMPc aurait aussi un role
indirect dans I’activation de I’initiation de la transcription au promoteur epd PO (Charpentier er al., 1998).

Les travaux du laboratoire ont montré que le géne pgk est transcrit a partir des promoteurs epd
PO et pgk P1, identifié comme étant un promoteur étendu (Bardey, 2000). Ainsi, bien que le géne epd soit
transcrit a partir d’un promoteur fort, la protéine EAPDH est présente a un taux trés faible dans la
cellule. Ceci est di a un clivage de son ARNm, qui est renforcé lorsque I’ARNm pgk est présent en
aval, mais aussi a une faible initiation de la traduction (Bardey, 1995 ; Bardey, 2000). L’ORF fbaA, séparce
du géne pgk amont par un terminateur, posséde un promoteur potentiel en aval de I'ORF pgk. Aucune

donnée experimentale ne permettait de mettre en évidence comment cette ORF est transcrite.

IV.2 / Transcription du géne gapA

Le géne gapA codant la GAPDH active, est fortement exprimé chez E. coli, quelles que soient
les conditions de croissance. En particulier, lorsque ce géne est cloné dans un plasmide multicopie, la
GAPDH exprimée représente jusqu’a 80 % des protéines solubles (Branlant er al., 1983). La fusion de

geénes de la région promotrice du géne gapA a la séquence codant ’interleukine 1-f (IL1-B) montre

106



FISE

5' CAG TAA ACG ACC CGT AAA TGG CGG CTC TGT CCC ATG ATT CTG CGT CAC GTA AAA CTG CAT CTC

L L, R G T F P P E T G H N Q T vV Y F Q M E
-400
GGA CAA ATT TTT TTT CAG TTC TTC TGC CGA AGG TTT ATT AGC CAT TTGCTCACATCTCACTTTAATCGT
IS L N K K L E E A S P K N A M .y
=350
FISD -10 Pl 150 KIS C -10 P4 -le[l
GCTCACATTACGTGACT ACAAAACATTAACACCAACMAATTTTGTGGATCTCGM GARATGGCT
| e | »
yeaA P1 4—1 yeaA P2 cic P gapA P4
35 P2 10 P2
GcncCTAAATCGTGATGAAAATCACATTTTTATCGTAATTGCCCT CGGGGCGCCGACCCCATGTGGTCTCAAGCCC
| 10 P3 | |
CRP-AMPc ' — gapA P3 gapA P2
AAAGGA AGAGTGAGGC GAGTCAGTCGCGTAATGCTT AGGCACAGGAT TGATTTGTCGCAATGATTGA CACGATTCCGCHUNENGIE T
| —_— - —
FISB 33 Pla 35 P

—l 0Pl
:’\?\GuTTTTlTMACAGGCAACCTTTTATTCACTMCMATAGCTGGTGGMTAT ATG ACT ATC AAA GTA

e 0P I—»gapAP1 RBS MoT 1 KV

GGT ATC AAC GGT TTT GGC CGT ATC GGT CGC ATT GTT TTC CGT GCT GCT CAG AAA CGT ¥
G I N G F G R 1 G R I Vv F R A A Q K R

Figure 39 : Région régulant la transcription des génes gapA et yeaA chez E. coli (d'aprés Charpentier et Branlant, 1994 ; Charpentier, 1994 ; Thouvenot, 2003).

Les 4 sites dlinitiation de la transcription du géne gapA sont indiqués par des fléches de couleurs différentes : P1 en vert, P2 en rouge, P3 en bleu ¢t P4
en noir. Les boites =10 et -35 des promoteurs permettant Iinitiation aux sites P1, P3 et P4 sont encadrées et les boites -10 et -35 dirigeant la transcription
au site P2 sont soulignées. Les boites -10 et -35 du promoteur Pla et P'l sont soulignées en vert. Les sites potentiels de fixation de la protéine FIS (A, B,
(. D ¢t E) sont indiqués par des traits rouges. Le centre d'une forte courbure de I'ADN est représenté par un triangle jaune, il est localis¢ au niveau du
site de fixation du complexe CRP-AMPc activant I'initiation de la transcription au site P3. La séquence de I'ORF yead est indiquée, ainsi que les
promoteurs vead Pl ct P2 permettant la transcription de cette ORF. Les boites -10 P1, -35 P1, -10 P2 et les sites d’initiation de la transcription
(representes par des fleches) sont indiqués en violet et orange. RBS : site de fixation du ribosome.
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aussi une forte expression de I’IL1-B (Charpentier, 1994). Ainsi, la forte expression de GAPDH résulte
principalement de la région promotrice du géne gapA (Charpentier, 1994). Au laboratoire, B. Charpentier
a identifié quatre promoteurs en amont du géne gapA, responsables de la production de la GAPDH a
un taux quasiment constant dans un grand nombre de conditions de croissance chez E. coli (Fig. 58)
(Charpentier, 1994 ; Charpentier et Branlant, 1994). Le promoteur P2 est transcrit par I’holoenzyme Ec’2, en
réponse a un choc thermique, alors que les promoteurs P1, P3 et P4 sont transcrits par I’holoenzyme
Ec’. Le promoteur Pl est le promoteur majoritaire en phase exponentielle de croissance. Deux
couples de boites -10 et -35 avaient été proposés, par examen de la séquence et identification du site
d’initiation de la transcription (Fig. 58). Ces études ont montré que le couple de boites -10P1a et -35
Pla n’est pas actif, aussi bien in vivo, qu’in vitro (Charpentier, 1994). Un troisieme couple de boite,
chevauchant la boite -10P1 et -35 P1 a été proposé, ce couple de boite correspondant a celles d’un
promoteur étendu. B. Thouvenot et B. Charpentier ont montré, par expérience de mutagenése dirigée,
que le promoteur P1 est un promoteur étendu, qui a besoin d’une boite -35 pour étre actif (Thouvenot et
al., 2004). Dans ce cas, la boite -35 compense la boite -10 sous-optimale. Le promoteur P2 permet de
maintenir I’expression de la GAPDH en conditions de choc thermique. Le promoteur P3 est soumis a
la répression catabolique (Charpentier et Branlant, 1994). 11 est activé par le complexe CRP-AMPC, dont le
site de fixation est centré -40.5 pb en amont du site d’initiation de la transcription, par un mécanisme
de classe II. Le promoteur P4, trés faiblement exprimé en phase exponentielle de croissance, a été trés

peu étudié.

B. Charpentier et B. Thouvenot ont aussi étudié la région promotrice du géne yead, situé sur le
brin opposé a celui de gapA. Ce géne code une Méthionine sulfoxide réductase (MsrB) impliquée dans
la réduction des méthionines oxydées produites lors d’un stress oxydatif. Deux promoteurs P1 et P2,
situés en amont de gapA P4 ont été identifiés pour le géne yead. Ainsi, la région inter-ORF yeaAd-gapA
contient six promoteurs, ainsi que des €léments de régulation, tels que les sites de fixation pour la
protéine Fis ou des éléments de courbure de I’ADN, susceptibles de réguler I’expression de I'un et/ou

I’autre géne.

Partie B / Objectifs de mes travaux

Une grande partie de mes travaux portent sur I’expression de I’opéron epd-pgk-fbad chez E.
coli. Afin de pouvoir réaliser une étude comparative de I’expression de cet opéron dans les différents
génomes bactériens, j’ai tout d’abord recherché la présence de I’ORF epd et sa localisation au sein des

génomes bactériens, ainsi que 1’organisation des génes autour des ORF epd et pgk. A mon arrivée au
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laboratoire, V. Bardey, N. Robas et B. Charpentier avaient montré que les génes epd et pgk d’E. coli
sont exprimés a partir des promoteurs epd PO et pgk P1. J’ai tout d’abord regardé si le géne fbad, situé
en aval du géne pgk chez E. coli, était exprimé uniquement a partir des mémes promoteurs que le géne
pgk. Ceci était assez inattendu, vu qu’un terminateur potentiel rtho-indépendant pgk T1 est situé¢ en aval
du géne pgk (Alefounder et Perham, 1989) et qu’un promoteur potentiel est situé en amont du géne fbad
(Salgado er al., 2004). J*ai ensuite étudié la maturation des transcrits issus des promoteurs epd PO et pgk
P1. V. Bardey, N. Robas et B. Charpentier avaient mis en évidence le role de la RNase E dans la
dégradation de I’ORF epd, expliquant en partic sa faible expression. J'ai recherché la (les) RNases
impliquées dans la maturation et dégradation des transcrits pgk et fbaA. Enfin, j’ai regardé I’influence
de la protéine Hfq, qui posséde des sites de reconnaissance similaires a la RNase E, sur la maturation
des transcrits issus de cet opéron.

Les génes gapA, pgk et fbaA codent trois enzymes agissant en succession dans la glycolyse et
leur expression est co-régulée (voir partiec E.I de I’Introduction). Etant donné que le géne gapA est
séparé physiquement sur le chromosome des genes pgk et fbad, il était intéressant d’étudier comment
ces geénes pouvaient étre co-régulés. Les études au laboratoire avaient montré I’existence d’un
mécanisme d’activation de I’expression du géne gapA et de I'opéron epd-pgk pour un milieu
supplémenté en glucose par rapport a un milieu supplémenté en pyruvate. Ce mécanisme d’activation
semble étre fonction de la vitesse de croissance obtenue avec une source carbonée, et dépend aussi du
transporteur spécifique du glucose, ENBCE* (Charpentier er al., 1998). Or, I’inactivation de la protéine
EIIBC®" sur un milieu contenant du glucose conduit aussi a une diminution de la vitesse de croissance
(Charpentier, résultats non montrés). Ainsi, I’activation de la transcription des génes gapA, et epd-pgk
par le glucose en présence du transporteur EIIBC®® peut directement résulter de I’augmentation de la
vitesse de croissance. J’ai alors mis utilisé la technique de fermentation continue pour étudier I’effet de
la variation de la vitesse de croissance sans changement de la source carbonée sur la transcription des
genes gapA et de I’opéron epd-pgk-fbad. Cette technique permet aussi de différencier le réle du taux
de croissance de celui de I’inactivation du transporteur sur I’expression du géne gapA et de I’opéron
epd-pgk-fbaA.

Enfin, j’ai analysé les sous-produits du métabolisme lors des fermentations continues : j’ai
alors remarqué I’absence de production d’acide acétique lors d’une limitation en phosphate pour la
souche ou le transporteur EIIBCY* est inactivé. Ceci m’a conduit a étudier la production de protéines
d’intérét, dans cette souche. En effet, 1’acide acétique inhibe la croissance bactérienne, et de fagon plus
importante la production de protéines d’intérét. Cette étude a mis en évidence une forte surproduction
de GAPDH a partir d’un plasmide multicopie, en milieu riche, oxygéné, en présence de glucose. Ce

travail est décrit dans la partie C des Résultats.
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glycolyse, alors que le second géne gap code une GAPDH intervenant dans la gluconéogenése et le
cycle de Calvin (Koksharova et al., 1998). De méme, chez B. subtilis, les geénes gapA et gapB codent des
GAPDH plus particuliérement impliquées, 1'une dans la glycolyse et I'autre dans la gluconéogenése
(Fillinger et al., 2000). Par contre, I’étude de V. Bardey et N. Robas n’avait mis en évidence qu’un secul
géne pgk chez toutes les espéces bactériennes étudiées (Bardey, 2000). De plus, I"analyse phylogénétique
des especes bactériennes faites par comparaison des séquences des protéines PGK des trois domaines
du vivants donne des résultats similaires a celle basée sur la comparaison des séquences des ARNr 16S
(Pollack et al., 2005). L’ORF pgk semblait donc étre le meilleur point d’entrée pour la recherche dans les

génomes bactériens du triplet d’ORF epd/gapA-pgk-fbaA.

I.1 / Etude de l'organisation des ORF autour de I'ORF pgk

I.1.a/ Les génomes étudiés et la démarche utilisée

Jai utilisé I'ensemble des génomes bactériens partiellement ou enticrement séquencés

disponibles a partir du site internet www.ncbi.nlm.nih.gov au début de 'année 2005. Ces espéces

recouvrent la plupart des ordres et familles bactériennes répertoriées a ce jour, avec, en particulier, un
nombre important d’espéces du phylum Proteobacteria, et des classes a, B et y de ce phylum qui nous
intéressait tout particuliérement, puisque jusque-la des génes epd n’avaient été trouvés que dans les y-
protéobactéries.

Pour rechercher I'ORF pgk chez les différents génomes bactériens étudiés, nous avons utilisé le

logiciel BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) et 'ORF pgk d’E. coli comme base de recherche. Nous

avons ensuite recherché les ORF orientées dans le méme sens et localisées autour des ORF pgk
identifiées. Cette approche a bien confirmé le fait qu'une seule ORF pgk est présente dans toutes les
espeéces bactériennes examinées. J’ai ensuite recherché si I’ORF située en amont de pgk pouvait étre
une ORF epd.

1.1.b / Résultats

Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau 3. Les bactéries sont classées suivant le
dendrogramme obtenus par comparaison de I’ARNr 168 (Cole et al., 2005).

Dans quelques cas assez peu nombreux, aucun géne susceptible de coder une enzyme de la
glycolyse est retrouvé au voisinage de I’ORF pgk. C’est le cas pour I’ensemble des bactéries étudiées
appartenant aux phyla Aquificae, Cyanobacteria, Chlorobi, Chlamydiae, Planctomycetes et

Bacteroidetes.
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Classe

Ordre Famille Espéces génes Organisation des ORF autour de I'ORF pgk sidotase
gaplepd
Phylum Aquificae Classe Aquificae
Aguifical |Aquificaceae |Aquifex aeolicus VF5 | 1 | Prot1a43 PGH Protdas
Phylum Thermotogae Classe Thermotogae
Thermotogales The ceae | | 1 | Prot 1-Prot 2-GAPDH FGHK- Prot3 a8
Phylum Deinococcus-Thermus Classe Deinococci
Deinococcales Dinococcaceae Deinococcus radiodurans R1 1 GAPDH -PGK- Prot1a2-TIM
Thermales Thermaceae Thermus thermophilus HB8 1 GAPDH -PGK- Prot144
Phylum Chioroflexi Classe Chloroflexi
Chloroflexales Chloroflexaceae Chloroflexus auranliacus Prot1 -PGK
Dehalococcoidetes | Dehal i |Dehal ides ethenog 195 1 Prot1 PGK PGM-TIM-Prot2 a4
Phylum Cyanobacteria Classe Cyanobacteria
Gloeobacterales Gloeobacter Gloeobacter violaceus PCC 7421 2 Prot143- FGK- Prot4
Prochlorales Prochiorococcaceae |Prochlorococcus marinus str. MIT 9313 2 PGK- Prot1a3
Prochior inus subsp. p is str.
CCMP1986 g sk
[Prochiorococcus marinus subsp. marinus str.
CCMP1375 . o
Chroococcales Crocosphaera watsonii WH 8501 ? PGK- Prot1a3
Chroococcales non classée Synechocystis sp. PCC 6803 2 PGK- Prot1
Chroococcales Synechococcus sp. WH 8102 2 PGK
Synech longatus PCC 6301 3 PGK- Prot1
Synech elong PCC 7942 2 PGK
Thermosynechococcus elongatus BP-1 3 PGK- Prot1a2-ARNt-Prot3 a4
Oscillatoriales Trichodesmium Trichodesmium erythraeumn IMS101 1 PGK- Prot1a6
Nostocales Nostocaceas |Anabaena variabilis ATCC 29413 PGK- Prot1a2
N Nostoc punctiforme PCC 73102 1 PGK- Prot1
Phylum Chlorobi Classe Chlorobia
Chlorobiales [Chiorobiaceae |Chilorobium tepidum TLS | 7 PGK- Prot1a4
Phylum Proteobacteria
Classe a (Alphaproteobacteria)
Rhodospirillales Acelobacteraceae Gluconobacter oxydans 621H 1 Prot 1-GAPDH -PGK
|Rhodospiriliales Rhodospirillaceae Rhodospirillum rubrum 1 GAPDH -PGK- Prot1
Magnetospirifium magnetotacticum MS-1 i) GAPDH -PGK- Prot1a7
Rick ial Anapl: Ehrlichia ruminantium str. Welg d 1 PGK
Wolbachia endosymbiont of Drosophila melanogaster 1 40 PGK- Prot1
Wolbachia endosymbiont of Drosophila ananassae PGK- Prot143
Oligotropha carboxidovorans 1 FBP-Prot 1.TKT-GAPDH -PGK- "L 0-Prot349 ne
Rhodop d palustris CGAD09 1 TKT-GAPDH -PGK- Prot142- ! "-Prot3a5 I
Rhodobacterales Rhodobacleraceae Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 PGK FEA-Prot145§ I
Rhodobacleraceae Silicibacter pomeroyi DSS-3 4 PGK
Silicibacter sp. TM1040 PGK- Prot1a6
Sphingomonadal Sphing  f Erythrobacter litoralis HTCC2594 1 TKT-GAPDH -PGK- Prot1a2
Sphingomonadacese Novosphingobi tici DSM 12444 1 TKT-GAPDH-Prot 1 -PGK. F& 2 1
Sphingomonadaceae 2y bilis subsp. mobilis ZM4 1 TKT-GAPDH -PGHK- FaA |
Rhizobial Rhizobi Sinorhizobium meliloti 1021 1 TKT-GAPDH-Prot 1 -PGK
Rhi Bart I B. ifa k lag str. Houston-1 1 TKT-GAPDH -PGK- Fea ]
|Bartonella quintana str. Toulouse 1 GAPDH -PGK- FEA ]
Brucellaceas Bruceila abortus biovar 1 str. 9-841 1 TKT-GAPDH -PGK
Brucella melitensis 16M 1 TKT-GAPDH -PGK
Brucella suis 1330 1 TKT-GAPDH -PGK
Rhi I Phyllobact Mesorhizobium loti MAFF303099 1 TKT-GAPDH-Prot1 -PGK- FHA-Prot142 |
Mesorhizobium sp. BNC1 1 TKT-GAPDH-Prot 1 -PGK. Fia I
Rhizobiales Bradyrhizob |Bradyrhizobium japonicum USDA 110 1 TKT-GAPDH -PGK- Al D-Prot1a3 -8




Classe [} (betaj

proteobacteria)

Burkholderiales Burkholdenaceae Burkholderia cepacia R1808 Prot1a2 PGK. PYH-A U-Prot3 a4 -8
Burkholderia cepacia R18194 Prot142 PGK. PYK.A [-Prot3a6 -8
Burkholderia fungorum LB400 1 Prot142 PGK. PYH-AL[-Prot3 46 -8
Burkholderia mallei ATCC2344 1 Prot132 PGK- PYK-" [-Prot3a6
Burkholderia p fomallel K96243 1 Prot1a2 PGK- PYK.AL[-Prot346 -8
Burkholderiaceae Cupriavidus necator Prot1a 9-GAPDH -PGK- 0 | .Prot 10-Prot 11 -8
Burkholderiales Burkholderaceae Ralstonia eutropha JMP134 PGK- PYK-ALD-Prot 1-Prot2 -8
Ralstonia metallidurans CH34 PGK- PYK-ALD-Prot144 -8
Ralstonia solanacearum GMI1000 chromosome 1 PGK- PYK
Burkholderiales Rubrivivax Rubrivivax gelatinosus PM1 2 Prot 146 PGK. PYK.: [-Prot T-Prot 8 -8
Burkholderiales Comamonadaceas Polaromonas sp. JS666 2 Prot1a4 PGK PYK-Prot5a7-" | -Prot8a12 -8
Burkholderiales Alcaligenaceas Bordetella bronchiseptica RB50 1 TKT-GAPDH -PGK
Bordetella parapertussis 12822 1 TKT-GAPDH -PGK
Bordetella pertussis Tohama | 1 TKT-GAPDH -PGK
Hydrogenophilales Hydrogenophilaceae Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 Prot 13 3-TKT-GAPDH -PGK- PYK-ALI
Methylophilales Methylophilaceae Methylobacillus flagellatus KT 1 Prot 1-TKT-GAPDH -PGK- PYK.-Al [.Prot24 4 -8
Neisseriales Neisseriaceae Chromobaclerium violaceum ATCC 12472 2 TKT-GAPDH -PGK- Prot1-. U-Prot244 -8
Neisseria gonorrhoeae FA 1090 2 Prot144 -PGK
Neisseria meningitidis MC58 i Prot1as PGK
Neisseria meningitidis 22491 Prot1a16 -FGK
Nitrosomonas europaea ATCC 19718 1 TKT-GAPDH -PGK- PYHK.A -8
Rhodocyclales Rhodocyclaceae Azoarcus sp. EbN1 1 Prot 14 3-TKT-GAPDH -PGHK- PYK-Al -Prot 4 & Prot 19 -8
Rhodocyclaceae FBP-Prot 1-TKT-E4PDH 7./ n-B
o ar RoB Prot 14 2-FBP-Prot 3-TKT-GAPDH-E4PDH 7 -PGK. PYK.: -8
Classe y (gammaproteobacteria)
Thiotrichales Francisellaceae Francisella tularensis subsp. tularensis Schu 4 1 TKT-GAPDH -PGK- PYK-FEA B
Xanthon dal Xanth d. Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 2 GAPDH-Prot 134 -PGK- Prot 1-PYk.ron |
33913 I WS 2 GAPDH-Prot 123 PGK. Prot1-PYik-i 4 !
Xanthomonas oryzae pv. oryzae KACC10331 2 Prot1a4 PGK- Prot 5- 9y k. / |
Xanthomonadaceae Xylelia fastidiosa 8a5c 1 PGK- PYK.Prot1-f (4 |
Xylella fastidiosa Ann-1 1 PGK- PYK-FEA |
Xylella fastidiosa Dixon 1 PGK- PYK.F |
Xylella fastidiosa Temeculat 1 PGK- PYK.FBA |
Legionellales Legionellaceae Legionella pneumophila str. Lens 1 TKT-GAPDH -PGK. PYK-SdhB
Legionella pneumophila sir. Paris 1 TKT-GAPDH -PGK. PYK-SdhB
Legionella pneumophila str. Philadelphia 1 1 TKT-GAPDH -PGK- PYK.A1 ' Prot24 4 -8
Legionellales Coxiellaceae Couiella burnetii RSA 493 1 TKT-GAPDH -PGK- PYK-SdhB
Methylococcales Methylococcaceae Methylococcus capsulalus str. Bath 1 Prot1a9 PGK- Prot10a15
Pseudt jall Pseudt / Azotobacter vinelandii Avin02_21 TKT-GAPDH -PGK- ALl -8
Azotobacter vinelandii AvinGT TKT-GAPDH -PGK- ALl -8B
Pseudomonadales Pseudome Pseud g UCBPP-PA14 4 GAPDH -PGK- Prot142-%! ['-Prot 3 -8
Pseud fi PfO-1 TKT-GAPDH -PGK- Prot1a2-/ I-B/1-B
Pseudomonas putida KT2440 5 TKT-GAPDH PGK- Prot1a2-"1 -Prot3a5 -8
Pseudomonas syringae pv. syringae B728a TKT-GAPDH -PGK- Prot1a3-A -8
Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 - | TKT-GAPDH -PGK- Prot 1-Prot 2-° -8
Psaudc I M 7 Acinetobacter sp. ADP1 complete genome 2 PGH- Prot1-41 (-Prot 2 -8
Moraxellaceae Psychrobacter sp. 273-4 Prot1a2 PGK Prot3 ' -Prot4as 11-8




Alteromonadales Alteromonadaceae Microbulbifer degradans 2-40 TKT -PGK
Idiomarinaceae . —
oMo T-E4PDH? -PG Al DY
(Alte nadaceas) Idiomarina loihiensis L2TR 3 T® K Prot1a6 -8B
Shewanellaceae ; ; B0 . : EL
(Allsromonadacess) Shewanella oneidensis MR-1 4 TKT.E4 PGK -Prot144 -8
Vibrionales Vibrionaceae Pholobacterium profundum SS9 4 TKT-E4PDH -PGK- FBA I-A
Vibrionaceae Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 3 IrgA-* PGK- | II-A
Vibrio fischeri ES114 4 TKT.E PGK- I-A
Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 3 IrgA-E4PDH -PGK- | 1-A
Vibrio vulnificus CMCPG 3 TKT-E | -PGK Il-A
Vibrio vulnificus YJ016 3 Prot 1-E4PIH -PGK- I-A
Enterobacteriales Enterobacteriaceae Buchnera aphidicola str. APS (Acyrthosiphon pisum) Prot1 -PGHK- I-A
Enterobacteriaceae Buchnera aphidicola str. Bp (Baizongia pistaciag) Prot1a2 PGHK. | Ii-A
Enterobacleriaceae B aphidit str. Sg (Schizaphis graminum) 2 Prot1 -PGK- | I-A
Enterobacteriaceae Candidalus Bloch ia flonid: PGK- It 1-A
Enterobacteriaceae Edwardsiella ictalun PGK. | I-A
Enterobacteriaceae Erwinia tovora subsp. atroseplica SCRI1043 2 PGK. THA-YggB-YggA-YggE I-A
Enterobacleriaceae Escherichia coli CFTO73 3 PGH- T A-MscS(YggB)-YggA-YggE-Ygfl I-A
Escherichia coli K12 2 | PGK- T HA-MscS(YggB)-YggA-YggE-Ygfl I-A
Escherichia coli O15T:HT 3 { PGK- [ 1/-MscS(YggB)-YggA-YggE I-A
Escherichia coli O157:H7 EDL933 3 { PGK- F0/-MscS(YggB)-YggA-YagE-Prot 1 I-A
Enterobacteriaceae Photorhabdus lumi subsp. lat dii TTO1 2 Prot 1 & -E4PDH -PGK- FBA H-A
Enterobacteriaceae Sl j subsp: 2 FAPDH PGH- FHAYggB-YggA-YggE H-A
Choleraesuis str. SC-B67 99B-Yagh-Yag
Salmonella ica subsp. Paratypi AP R
A str. ATCC 9150 2 P PG THA-YgB-YggA-YogE i
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi Ty2 2 APDH -PGK- FEA-Prot14 4 I-A
CT.m lla enterica subsp. serovar Typhi str. 2 PDH -PGK- FEA-YggB-YgoA-YagE A
Salmonella typhimurium LT2 PGK- THAYggB-YggA-YggE I-A
Enterobacteriaceae Shigella flexneri 2a str. 301 3 PGK- FEAYggB-YagA-YggE-Ygfl H-A
Shigella lexnerl 2a str. 2457 2 PGK- THA-YggB-YggA-YggE-Ygfl l-A
|Enterobacteriaceae Yersinia pestis CO92 PGH- THAYggB-YggA-YggE H-A
Yersinia pestis KIM | -PGK- FEA-Prot143 -A
Yersinia peslis biovar Medievaiis sir. 91001 2 PGE- THA-MscS-Prot 2 H-A
Yersinia pseudotuberculosis |P 32953 2 PGH- T A-MscC-YggA-YggE -A
Enterobacteriaceae Iwwipalpis o % or.Glossma ? PGH. 0 -Prot1a8 1-A
Pasteurellal P, Actinobacillus pleurop i 1str. 4074 Prot142 PGH.- '8 -Prot3a6 H-A
Mannh succiniciprodi MBELS5E 1 Prot1 PGK. I BA-Prot 2 I-A
Pasteurell; ltocida subsp. multocida str. Pm70 2 Prot1 PGK- 15 -Prot24a3 H-A
Haemophilus ducreyi 35000HP 1 Prot1 -PGK. I &4-Prot2 H-A
Haemophilus influenzae 86-028NP Prot1 -PGK- ?
Haemophilus influenzae R2846 1 Prot1 -PGK- FEA-Prot 2 I-A
Haemophilus influenzae Rd KW20 1 Prot1 PGK. 5 /-Prot2 I-A
Haemophilus somnus 2336 1 PGK. FBA 1-A
Haemophilus somnus 129PT PGK- FBA 11-A
Classe 5 (deltaproteobacteria)
Bdellovibrionales Bdellovibrionaceae Bdellovibrio bacteriovorus HD100 1 Prot 1 4 4-GAPDH -PGK- TIM
Desulfovibrional Desulfovibrit Desulfovibrio desulfuri G20 Prot 1 4 8-TKT -PGK.
Desulfovibrio vulgaris subsp. vulgaris str. PGK.
Hildenborough 2 TKT -PGK
Desulfob desulfobacteriaceae Desulfotalea psychrophila LSv54 2 GAPDH-Prot 1 -PGK.- TIM-Prot 2-ARNt-ARNt-Prot 3 4 6
Desulfuromonales Geobacteraceae Geobacter sulfurreducens PCA 1 GAPDH PGK- Prot1-ARNt
Geob metallired GS-15 1 GAPDH -PGK- TIM
Classe & (epsilonproteobacteria)
Campylobacterales  |Campylobacteraceae Campylobacter jejuni subsp. fejuni NCTC 11168 1 GAPDH PGK- TIM-prot1a2
Campylob helicobacteraceae Helicobacter hepaticus ATCC 51449 2 PGK- Prot1a4
Helicobacter pylori J99 2 Prot 1 4 18-GAPDH -PGK- Prot143
Helicobacter pylori 26695 2 7-GAPDH -PGK- prot143
helicob acean Wolinell: inogenes DS1740 2 ?-GAPDH -PGK- TIM-?




Phylum Firmicutes

Classe Clostridia

Clostridiales Clostridiaceae Clostridi tobutylicum ATCCB24 2 Prot1a17-1H-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot 18 4 22
Clostridium perfringens str. 13 2 Prot1a11-1H.GAPDH -PGK- TIM-PGM-Prot 12-ENO-Prot 13 4 18
Clostridiumn tetani EB8 1 H-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot143
Clostridium thermocellum ATCC 27405 1 Prot 1427 PGK. TIM-PGM-Prot 28
Clostridiales Peplococcaceae Desulfitobacterium hafniense GAPDH -PGK- TIM
Th t ia| T b Moarella it ica ATCC 39073 1 Prot 1-Prot 2-GAPDH PGK- TIM-PGM-ENO-Prot 1
TH b Th b tengcong is MB4 1 Prot 1 a 4-GAPDH PGK. TIM-ENO-Prot 5 &4 8-ARNtMet-Prot 9 4 12
Classe Mollicutes
Mycopl I Mycopl: Mycopl gallisepti R 2 Prot 14 18-GAPDH PGK- Prot 19 4 20
isma genitalium G-37 1 Prot 1 4 8-GAPDH PGK. PTA-Prot9a 16
Mycopl: hyop niae 232 1 PGH- Prot1ad
Mycopl: ycoides subsp. mycoides SC str. PG1 2 Prot1 4 9-GAPDH PGK- Prot 10415
Mycoplasma penelrans HF-2 2 Prot 1-GAPDH PGK- Prot 2 a 16
Mycoplasma pneumoniae M129 1 Prot 14 10-GAPDH -PGK. PTA-Prot 11 a 20
Mycoplasma pulmonis UAB CTIP 1 Prot1 PGK
Ureaplasma parvum serovar 3 str, ATCC 700970 1 Prot1a4 PCK- Prot5a15
Entomoplasmatales |Entornoplasmalaceae Mesoplasma florum L1 2 Prot1 a 7-GAPDH -PGK
Acholepl I Acholepl, ! Onion yellows phytoplasma OY-M 1 Prot1a8-TIM-Prot 9-" | "-Prot 10 PGK. GAPDH-Prot 11 4 21 Il-B
Classe Bacilli
[Bacillales Bacillaceae |Bacilius anthracis str.'Ames Ancestor' 3 ARNtArg-Prot 1 & 2-/ /-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot3 4 4
Bacillus anthracis str, Stern 3 ARNtArg-Prot 1 &4 2-' "-GAPDH -PGK. TIM-PGM-ENO-Prot 1 42
Bacillus cereus ZK 3 Prot145-T7-GAPDH -PGK. TIM-PGM-ENO
Bacillus coreus G9241 1 Prot 1 4 3-1°-GAPDH -PGK- Prot 1-TIM-PGM-ENO
Bacillus cereus ATCC 10987 4 Prot 14 2-75-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO
Bacillus cereus ATCC 10987 3 ARNt-Prot 1 4 2-1-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO
|Bacillus clausii KSM-K16 3 [H-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot 1417
Bacillus halodurans C-125 4 Prot1a2-1H.GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot 346
Bacillus licheniformis ATCC 14580 2 Prot 1-Prot 2-111-GAPDH PGK. TIM-PGM-ENO-Prot 3 4 4
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 2 AraE-11-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27 3 ARNtArg-Prot 14 3-1-.GAPDH PCGK. TIM-PGM-ENO
Bacillaceae Exiguobacterium sp. 255-15 1 Prot 1-GAPDH PGK- TIM-PGM-ENO-Prot 2 4 10
Bacillaceas | Geobacillus kaustophilus HTA426 2 ARNtArg-Prot 1 & 3./ ".GAPDH PGK. TIM-PGM-ENO-Prot 6 a9
Geobacillus stearoth phil GAPDH -PGK- 7
Bacillaceae Oceanobacillus iheyensis HTEB31 2 H-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot 1
Bacillales Listeriaceae Listeria innocua IH.GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot2a5
Listeria monocytogenes sir. 4b H7858 1 Prot 1-GAPDH .PGK. TIM-PGM-ENO-Prot2 43 -7
Listeria monocytogeneas str. 4b F2365 1 Prot145- “.GAPDH -PGK. TIM-PGM-ENO-Prot 6 413
Listeria monocytogenes sir. 1/2a F6854 1 7-Prot 142-1H.GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-7
Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus aureus TH.GAPDH -PGK- TIM-PGM-non séq
Staphylococcus aureus subsp. aureus COL 2 TH-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot14a6
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 “-GAPDH -PGK. TIM-PGM-ENO-Prot14a2
Staphylococcus epidermidis RPE2A 2 TH-GAPDH -PGK- TIM-PGM-ENO-Prot145
bacillal Lacle Lactobacillus acidophilus NCFM ARNtArg-' #-GAPDH PGK. TIM
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 7-GAPDH -PGH. TIM-?
Lactobacillus gasseri non seq-Prot 1-GAPDH -PGK. TIM-ENO-Prot2a 6
Lactobacilius johnsonii NCC 533 1 Prot 1-GAPDH -PGH- TIM-ENO-Prot1a3
Lactobacillus lactis subsp. factis 111403 2 Prot1a6 PGK- dhak
Lactobacilius plantarum ?-1H.GAPDH PGK- TIM-ENO-7
Lactobacillus sakei ?-12-GAPDH -PGK- TIM-ENO-7?
Lactobacillales Lactobacillaceae Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 7-17-GAPDH -PGK- TIM-ENO-Prot143
Lactobacillales |Enterococcaceae Enterococcus faecalis V583 2 “-GAPDH -PGK- TIM-ENO-Prot142
Lactobacillales Leuconostocaceae Leuconostoc oides subsp. oides Prot1a18 PGK. 7
Lactobacillales Streplococcaceae Streptococcus pyogenes MGAS8232 2 Prot1a4 " [ -Prot5a10 PGK- Prot 11412 -8
1 illal Straplc Streptococcus pyogenes M1 GAS 2 Prot144 /' -Prot5a10 “GH- Prot 114313 [[5:]
Streptococcus pyogenes SS51-1 1 Prot 1-ARNtLeu-"' -Prot246 PGK- Prot74a9 -8
Streptococcus mutans UA159 ARNt-Prot 1 4 9-GAPDH- PCH. Prot 10 415
Streptococcus suis 89/1591 GAPDH -PGK- Prot1a3
Streptococcus thermophilus CNRZ1066 2 Prot1 PGK
Streptococcus thermophilus LMG 18311 2 Prot2 PGK
Lactobacillale Oenococcus oeni PSU-1 ?-Prot 1 4 18-PGI-Prot 19 PGK




Phylum Actinobacteria Classe Actinobacteria

Symbiobacterium Symbiob ium th philum 1AM 14863 2 PGK- Prot 1-TIM-Prot 2
Rubrobacterales Rubrobacteraceae Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 ? ?-Prot1a6 PGH- TIM-Prot7a8-?
Actinomycetales Cellulomonadaceae Tropheryma whipplei TW08/27 1 Prot1 4 9-GAPDH PGK. TIM-Prot 10 4 14
Actinomy | Corynebacteniaceae Corynebactenium diphtheriae NCTC 13129 2 Prot1a25 PGK. TIM-Prot 26
Corynebacteriaceae Nocardia farcinica IFM 10152 1 GAPDH -PGK- TIM
Actinomy Nocardit Thermobifida fusca Prot 1 4 4-GAPDH PGK- TIM-Prot547
Actinomy Mycob Mycobacterium fuberculosis H37TRv GAPDH -PGK- TIM
Mycobacterium leprae TN 1 GAPDH PGK- TIM-Prot1a6
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis str. k10 1 Prot 1 4 3-GAPDH -PGK- TIM
Mycobacterium bovis AF2122/97 1 GAPDH -PGK- TIM
Actinomycetales Propionibacteriaceae Propionibacterium acnes KPA171202 1 Prot 1 4 5-GAPDH -PGK- TIM-Prot6a9
Actinomycelales Streptomycelaceae Streptomyces avermitilis MA-4680 2 Prot 14 6-GAPDH -PGK- TIM-Prot 7 a 28
Streptomyces coelicolor A3 (2) 4 Prot1 4 6-GAPDH PGK. TIM-Prot 7a 11
Bifidob ial Bifit Bifidobacterium longum DJO10A ? Prot1410 PGK TIM-Prot 11 4 14
|Bifidobacterium fongum NCC2705 1 Prot1410 -PGK- TIM-Prot 11 a 14
Phylum Chlamydiae Classe Chlamydiae
Chlamydiales Chlamydiaceae Chlamydophila aborfus S26/3 1 Prot142 PGK- Prot3a6
Chlamydophila caviae GPIC 1 Prot1a2 PGK- Prot3aé
Chlamydia muridarum Nigg 1 Prot1a2 PGK Prot3aé
Chlamydophila 1138 1 Prot142 PGK Prot3a7
Chlamydophila p TW-183 1 Prot1a2 PGK- Prot3a6
Chilamydia trachomalis DIUW-3/CX 1 Prot1a2 PGK Prot3a6
Phylum Planctomycetes Classe Planctomycetacia
Planclomycelales  [Planctomycelaceae R flula baltica SH 1 | 1 | PGK- Prot1a3
Phylum Spirochaete Classe Spirochaete
Spirochaelales Spirochaetaceae Borrelia burgdorferi (Lyme disease spirochete) Prot 1 4 2-GAPDH -PGK. TIM-?
Borrelia burgdorferi B31 1 Prot 1 4 4-GAPDH -PGK. TIM-Prot 1
Borrelia garinii PBi 1 Prot 14 4-GAPDH -PGK- TIM-Prot5a7
Spiroct I Spirochaet Treponema denticola ATCC 35405 1 Prot1 -PGK- Prot2a10
Treponema pallidum subsp. pallidum str, Nichols 1 PGK- TIM-Prot1a10
Spirochaetal L ey e Copaniagent.ir. 1 GAPDH -PGK
Leptospira interrog serovar Lai str. 56601 1 ?-GAPDH -PGK- Prot1 4 6-TIM-Prot 7
Phylum Bacteroidetes Classe Bacteroidetes
Bacleroidales Bacleroidaceae |Bactervides fragifis YCH46 1 Prot1a3 PCGK. Prot4a9
Bacteroides lragilis NCTC 9343 1 Prot143 PGK.- Protd a6
B ides thetai on VPI-5482 1 Prot1a3 PGK- Protd4 a9
Porphy d Porphyromonas gingivalis W83 1 PGK
Phylum Fusobacteria Classe Fusobacteria
Fusobacterales Fusobacteriaceas lgasaa aabep: ATEG 1 Prot 1-GAPDH-Prot2 -PGK- Prot3a6

Tableau 3 : Organisation des ORF autour de I'ORF pgk.

Les protéines dont les ORF sont orientées dans le méme sens que celle de la PGK sont indiquées par leur nom lorsqu'elles sont impliquées
soit par Prot suivi d'un chiffre lorsqu'elles ne sont pas impliquées dans ces voies métaboliques ou lorsque leur fonction n'est pas connue.

La protéine TR indique la présence d'un régulateur transcriptionnel, la protéine ALD correspond a une
Frutose/Tagatose-1,6-bisphosphate aldolase, la présence d'un point d'intérogation correspond & une séquence inconnue.
Les bactéries sont classés selon I'arbre phylogénétique obtenu avec I'ARNr 168 (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp ; Cole et al ., 2005).
Les deux protéines présentant de fortes similitude a une E4PDH ont été appelées ainsi pour Dechloromonas aromatica RCB.




Résultats-Discussion

I.1.b.at / Les ORF situées en amont de I’ORF pgk

Dans de nombreux phyla, une ORF codant une GAPDH ou une E4PDH est retrouvée en amont
de I’ORF pgk. C’est le cas pour les phyla Thermotogae, Deinococcus-Thermus, et aussi chez la
majorit¢ des représentants des Firmicutes, Actinobacteria, Spirochactes, Fusobacteria et
Proteobacteria. Dans le phylum des Fusobacteria, dans la classe des a-protéobactéries et dans la
famille des Xanthomodaceae des y-protéobactéries, une protéine de fonction inconnue est quelques
fois intercalée entre les ORF de la GAPDH et de la PGK. Dans la majorité des représentants de I’ordre
des bacillales, ct dans les familles des Clostridiaceae et Lactobaccillaceae du phylum des Firmicutes,
I’ORF d’un régulateur transcriptionnel (TR) est présente en amont de I'ORF de la GAPDH.

Notons que dans les classes o a & appartenant au phylum des protéobactéries, I'ORF d’une
transcétolase (TKT) est fréquemment localisée en amont de I'ORF de la GAPDH. La TKT catalyse le
transfert d’un groupement cétol de différents substrats donneurs sur différents accepteurs: elle
constitue entre autre un lien entre les voies de la glycolyse et la voie des pentoses phosphates (pour
revue, Sprenger, 1995). Ainsi, la TKT intervient dans la formation du sédoheptulose 7-phosphate et du
glycéraldéhyde 3-phosphate a partir du xylulose 5-phosphate et de ribose 5-phosphate et de fructose 6-
phosphate et du glycéraldéhyde 3-phosphate & partir de xylulose 5-phosphate et d'érythrose 4-
phosphate (voir Introduction, Fig. 4). L’activité TKT est codée majoritairement par le gene tktA,

retrouve en amont des ORF codant 1a GAPDH et la PGK, et minoritairement par le géne tktB.

I.1.b.B / Les OREF situées en aval de ’ORF pgk

L’ORF pgk est souvent suivie de I’ORF codant la Triose Phosphate Isomérase (TIM). C’est le
cas chez la majorité des phyla Actinobaceria, Spirochaetes, Firmicutes a 1’exception de la classe des
Mollicutes et de la famille des Streptococcaceae de la classe des Bacilli, et pour une partie des classes
0 et ¢ des protéobactéries. Chez Dehalococcoides ethenogenes 195 du phylum Chloroflexi et
Deinococcus radiodurans R1 du phylum Deinococcus-Thermus, une ou deux ORF sont
respectivement localisées entre les ORF de la GAPDH et de la TIM. Chez les especes M. genitalium et
M. pneumoniae de la classe des Mollicutes, 'ORF codant la Phosphotransacétylase (PTA) est
localisée en aval de pgk. L’ORF codant la phosphoglucomutase (PGM) et I'ORF codant 1’énolase
(ENO) sont souvent localisées aprés I’ORF de la TIM, comme c’est le cas pour la classe des Clostridia
et pour une partie de la classe des Bacilli.

C’est seulement chez des Protéobactéries des subdivisions o, B et ¥ que nous trouvons la
présence d’une aldolase codant une Fructose/Tagatose Bisphosphate Aldolase (ALD ou FBA) en aval

de I'ORF pgk. 11 est a noter que chez les B Protéobactéries, ainsi que chez les Thiotrichales, les
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Acides aminés spécifiques de activité E4PDH Ejy;  Myj9  VDT,0eKL Csn

Acides aminés spécifiques de ’activité GAPDH Dj2 Ti79 SST,08GA b £381
Classe B
Rhodocyclales
Rhodocyclaceae
Dechloromonas aromatica RCB Daro03001453 ﬂ F
Dechloromonas aromatica RCB Daro03001484 I\
Classe y
Pseudomonadales
Pseudomonadaceae
Azotobacter vinelandii Avin_67 D m F
Pseudomonas aeruginosa PAO1 D ST F
Pseudomonas fluorescens PfO-1 D F
Pseudomonas putida KT2440 D F
Pseudomonas syringae pv. syringae D F
Pseudomonas syringae pv. tomato D u F
Alteromonadales
Idiomarinaceae
Idiomarina loihiensis L2TR E m R'\! E
Shewanellaceae
Shewanella oneidensis MR- 5 m VDTK E
Vibrionales
Vibrionaceae

Photobacterium profundum SS9

Vibrio cholerae O] biovar eltor str. N16961

~< [¥WsY

Vibrio fischeri
Vibrio logei
Vibrio parahaemolviicus

Vitwio valnificus CMCP6

E
=
=
E
E

ST '

Vibrio vidnificus Y JO16
Enterobacteriales
Enterobacteriaceae

Erwinia carotovora subsp. atro
Escherichia coli CFTO73
Escherichia coli K12
Escherichia coli O157:H7
Photorhabdus luminescens subsp laumondii TTO|

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Choleraesuis str. SC-B67
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratvpi A str. ATCC
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Tvphi sir, CT18
Salmonella enterica subsp. emterica serovar Tvphi Ty2

Salmonella nvphinmurium LT2

Shigella flexneri 2a str, 2457

Shigella flexneri 2a str, 301

Yersinia pestis biovar Medievalis

Yersinia pestis C092

Yersinia pestis KIM

(3 (8 (3 (8 (3 (3 (8 (8 (3 (3 (3 (3 (3 (3 (8 (3]

Yersinia pseudotuberculosis 1P 329353

Tableau 4 : Protéines de type GAPDH/E4PDH présentant tous ou certains des acides aminés
spécifiques des E4PDH.

Les séquences protéiques correspondant aux protéines GAPDH/E4PDH des bactéries répertoriées
dans le tableau 3 ont été obtenues a partir de la base de données NCBI et ont été alignées a I’aide du
logiciel ClustalW. Celles comportant au moins deux résidus spécifiques de I’activité E4PDH (Boschi-
Muller er al., 1997) ont été répertoriées ici. Les acides aminés responsables de la distinction des
activités EAPDH-GAPDH sont indiqués, respectivement, en blanc sur fond rouge (E4PDH) et noir
sur fond jaune (GAPDH). Les especes bactériennes possédant une protéine comprenant la majorité
ou tous les acides aminés spécifiques des E4PDH sont respectivement indiquées en rouge (partiel) et
bleu (tous). Les bactéries sont classées selon ’arbre phylogénétique obtenu par comparaison de
I’ARNr 168 (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp).
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Xanthomonadales et Legionella pneumophila str Pneumophila de la classe y des Proteobacteria, I'ORF
codant la pyruvate kinase (PYK) est intercalée entre celles de la PGK et celle de ’ALD. Comme ces
bactéries sont phylogénétiquement proches, on peut imaginer qu’au cours de I'évolution, I’'ORF
codant la PYK se soit insérée entre les ORF codant la PGK et I’ALD.

Le groupe d’'ORF E4PDH/GAPDH-PGK-FBA qui nous intéresse est donc observé uniquement

chez des bactéries des classes a, B et y du phylum des Proteobacteria.

I.2 / Distinction entre ORF epd et gap en amont de I'ORF pgk

1.2.a/ La démarche utilisée

Afin d’identifier les ORF susceptibles de coder une E4PDH, nous nous sommes basés sur les
données que I’équipe de G. Branlant avait obtenues au laboratoire sur les E4APDH (Boschi-Muller et al.,
1997). A savoir, la présence d’une activité E4PDH est liée a la substitution de certains acides aminés
conservés des GAPDH par d’autres acides aminés. La signature E4PDH correspond aux substitutions
ponctuelles E32D, M179T, C311Y et au remplacement de la séquence VDTKL entre les positions 206
et 210 par la séquence SSTGA (Fig. 54 et Tableau 4). J’ai donc recherché la présence de ces 3
substitutions ponctuelles et de la séquence VDTKL au sein des séquences identifiées comme codant
des protéines de type GAPDH/E4PDH.

L’analyse a été réalisée a la fois sur les ORF de type gap/epd localisées en amont de I'ORF pgk
et sur celles localisées ailleurs dans le génome. Pour cela, I’ensemble des séquences de types

GAPDH/E4PDH codées par les génomes séquencés ont été alignées par le logiciel ClustalW.

1.2.b / Les résultats

La présence de tous les acides aminés spécifiques des E4PDH a été retrouvée dans les protéines
codées par I’ORF de type gap/epd située en amont de pgk, chez tous les représentants de I’ordre des
Enterobacteriales et des Vibrionales. Chez les Alteromonadales, seule I’espéce Shewanella oneidensis
MR-1 présente une ORF en amont de pgk codant une protéine ayant tous les acides aminés
caractéristiques des E4PDH (Tableau 4). Dans le cas de I’espéce Idiomarina loihiensis L2TR, le résidu
K209 est remplacé par un résidu arginine, I’activité de la protéine codée devra étre vérifiée pour
définir son identité. Dans I’ordre des Pseudomonadales, I’ORF de type gap/epd située en amont de pgk
présente une partie des acides aminés spécifiques de I’activité E4PDH (M179, VST,0GL et F311)
(Tableau 4). Chez les Pasteurellales, aucune ORF de type gap/epd détectée n’était susceptible de

correspondre a une E4PDH. Dans les classes a et  des protéobactéries, les ORF de type gap/epd
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situées en amont de pgk ne contiennent aucun des acides aminés spécifiques des E4PDH, a I’exception
de I’espece Dechloromonas aromatica. Cette espéce pourrait coder deux protéines (Daro03001453 et
Daro03001484) présentant certains des acides aminés caractéristiques des E4PDH (E32, M179,
VSTosGL, F311). C’est la seule espéce possédant deux ORF de type gap/epd susceptibles de coder
une protéine ayant a la fois des caractéristiques de GAPDH et des caractéristiques d’E4PDH.

Il est a noter que I’ORF codant la TKT est plus rarement présente en amont de I’ORF codant
I’E4PDH, que de I'ORF codant la GAPDH. Une hypothése est que ce géne epd pouvait avoir €té
généré par quelques substitutions de bases entrainant un nombre limité de changements d’acides
aminés dans la protéine codée, ceci aprés acquisition, vraisemblablement, par un transfert horizontal
du géne gapA codant la GAPDH active (Branlant et Branlant, 1985 ; Martin ef al., 1993). Sur la base de cette
hypothése, on peut imaginer que ces événements aient pu ensuite parfois étre suivis par une perte de
I’OREF rkt localisée en amont de I'ORF epd.

I.3 / Classe d'aldolase produites par les groupes d'ORF epd/gapA-pgk-ald

Comme nous I’avons décrit dans la présentation du sujet, il existe deux classes d’aldolases
agissant, dans le cas de la classe I sur le fructose-1,6-bisphosphate, dans le cas de la classe II sur le
fructose-1,6-bisphosphate ou le tagatose-1,6-bisphosphate. La distinction entre classe 1 et classe 11
repose sur une différence de mécanisme catalytique. Dans les enzymes de classe I, les résidus Lysine
146 et 229 sont essentiels : la Lysine 146 est nécessaire pour la catalyse et intervient dans le
positionnement du substrat. La Lysine 229 est impliquée dans la formation d’une base de Schiff avec
le substrat. Dans les enzymes de classe II, les histidines 110 et 264 sont des ligands du zinc
catalytique. Les résidus Asn35, Ser61, Aspl09, Arg 331 et Asp288 interagissent avec le substrat de
I’enzyme, et Glul 82 est nécessaire a I’activité de I’enzyme (Zgiby et al., 2002). Les enzymes de classe 11
peuvent étre encore subdivisées en enzymes de type A ou de type B sur la base de leur séquence
(Plaumann et al., 1997 ; Sanchez et al, 2002). Chacun de ces deux types d’enzymes de classe Il est
caractérisé par des similarités de séquences de I’ordre de 40 %. La similarité de séquence n’est que de
’ordre de 25 a 30 % entre les enzymes appartenant a 2 types différents. Les aldolase de type I1IA
portent une activité fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA), par contre les aldolases de type 1IB
peuvent avoir, soit une activité FBA, soit une activité Tagatose-1,6-bisphosphate aldolase (Zgiby et al.,
2000). Nous appelerons par la suite Aldolase (ALD) les enzymes de classe 1IB et Fructose-1,6-
Bisphosphate Aldolase (FBA) celles de classe I et I1A.

L’alignement des séquences protéiques déduites des séquences des génomes montre que chez
les a-protéobactéries, lorsqu’une ORF d’aldolase est présente en aval de I’ORF pgk, il s’agit dans la

majorité des cas d’'une FBA de classe 1. Par contre, chez les B-protéobactéries, les ORF d’aldolases
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localisées en aval de pgk appartiennent toujours a la classe 11B. Trois cas de figures sont trouvés chez
les y-protéobactéries. Dans I’ordre des Xanthomonadales, I’aldolase appartient a la classe 1. Chez les
especes renfermant une ORF gap en amont de pgk, I’aldolase appartient a la classe 11B. Par contre,
chez les espéces renfermant une ORF epd en amont de pgk, I’aldolase est de classe 1IA, ceci a
I’exception de I’ordre des Alteromonadales. Chez les Pasteurellales, ou il n’y a ni ORF epd, ni ORF
gap en amont de pgk, ’aldolase est de classe IIA. L ensemble de ces données suggere une évolution
concertée des ORF situées en amont et en aval de I’ORF pgk, avec une perte de I'ORF epd dans

I’ordre des Pasteurellales.

II / Etat des travaux concernant l'expression du tandem d'ORF epd-

pgk lorsque j'ai entrepris ce travail

V. Bardey, N. Robas et B. Charpentier avaient débuté I’étude de I’expression du tandem
d’ORF epd-pgk au laboratoire. Ils avaient tout d’abord montré que le géne epd est transcrit a partir
d’un seul promoteur reconnu par I’holoenzyme Ec’’, le promoteur epd PO, et que ce promoteur
contribue a I’expression de la protéine PGK (Charpentier et al., 1998). Ce promoteur epd PO est fortement
activé en présence de glucose dans le milieu de culture, et dépend de I’expression du transporteur
spécifique du glucose ENIBCE™ (Charpentier et al., 1998). Cette activation par le glucose du promoteur epd
PO dépend aussi du complexe CRP-AMPc dans les cellules. Un site de fixation potentiel du complexe
CRP-AMPc, centré 70,5 pb en amont du site d’initiation de la transcription, est présent en amont du
geéne (Fig. 60). Ce positionnement était compatible avec une activation par un mécanisme de classe I.
En fait, le r6le du complexe CRP-AMPc s’est avéré étre indirect : ce complexe est nécessaire pour la
production du transporteur EIIBC®*, qui permet I’activation du promoteur epd PO par un mécanisme
encore inconnu (Charpentier et al., 1998). D’autre part, 1I’équipe de G. Branlant au laboratoire avait mis en
¢vidence la faible expression de I’ORF epd, en présence de glucose (Boschi-Muller et al., 1997). Ainsi,
bien que I’ORF epd soit précédée par un promoteur transcriptionnel fort, la protéine E4PDH est trés
faiblement produite.

V. Bardey et N. Robas avaient poursuivi I’étude de I’expression du tandem d’ORF epd-pgk en
utilisant différentes constructions plasmidiques, portant les ORF epd-pgk, avec ou sans le promoteur
epd PO (Fig. 1A de I'article 1). Ils avaient pu mettre en évidence un autre promoteur pgk P1. Ce
promoteur localisé dans I’ORF epd ne renferme pas de boite -35, mais comporte une boite -10 étendue
(Fig. 4A de I’article 1). Il n’est pas activé par la présence de glucose dans le milieu de croissance,
contrairement au promoteur epd PO (Fig. 4C de P’article 1). La réalisation et I’étude de différentes

constructions plasmidiques avait aussi permis de mettre en évidence des sites de clivages pgk 2 a 6
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Figure 60 : Représentation schématique du triplet d'ORF epd-pgk-fbaA et séquence de la région
promotrice epd PO et des régions intergénique pgk-fbaA et fbaA-mscS.

A : Organisation du triplet d'ORF epd-pgk-fbaA. Les ORF sont représentées par des rectangles colorés.
Les promoteurs connus ou potenticls sont indiqués par des fleches brisées, les terminateurs par des
tiges surmontées d'une boucle. Les sites de fixation au complexe CRP-AMPc et a la protéine Cra sont
représentés respectivement par des rectangles bleu et violet.

B, C et D : Séquence de la région promotrice epd PO et des régions intergéniques pgk-fbad et fhaA-
mscS de la région en aval de 'ORF fbhad. Les séquences des différentes ORF sont représentées avec le
méme code couleur qu'en A. Les boites -10 et -35, connues ou proposées sont représentées par des
rectangles. Les terminateurs rho-indépendant sont indiqués sur les séquences par des fléches.
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dans I’ORF epd ct la région interORF epd-pgk se produisant in vivo (Fig. 4B de Particle 1). V. Bardey
et N. Robas avaient alors utilisé différentes souches mutées dans différents génes de RNases, ce qui
avait permis de montrer que la RNase E est responsable des clivages localisés dans I’ORF epd et la
région interORF epd-pgk (Fig. 6A de I'article 1). Ces clivages par la RNase E avaient aussi été
confirmés in vitro par I'utilisation d’une fraction cellulaire contenant le dégradosome (Fig. 6B de
I’article 1). En complément de ce travail, F. Torterotot et A. Mougin avaient déterminé la structure
secondaire de la région du transcrit epd-pgk contenant les sites de clivages pgk 2 a 6 (Fig. 7A de
I’article 1). La structure mise en évidence pour le site pgk 2 (région en simple-brin riche en A et U,
entourée de deux structures tiges-boucles) était caractéristique de certains sites forts de clivage par la
RNase E, comme celui présent dans I’ARN préribosomique. V. Bardey avait aussi observé une
conservation de cette structuration de I’ARN contenant le site de clivage pgk 2, chez Salmonella typhi
et Yersinia pestis. L’existence de clivage dans I’'ORF epd suggérait quelle ¢tait faiblement traduite, les
ribosomes en cours de traduction ayant un rdle protecteur du transcrit vis-a-vis des clivages par les
endonucléases. V. Bardey avait donc étudié I'efficacité de traduction de I'ORF epd, ceci en utilisant
des fusions transcriptionnelles et traductionnelles. Il avait ainsi mis en évidence une faible efficacité de
la région TIR (Translation Initiation Region) de I'ORF epd. 1l avait aussi montré, par mutagenése
dirigée, que cette faible efficacité résulte, entre autre, d’un faible écartement entre la séquence de

liaison au ribosome (RBS) et le codon d’initiation de la traduction.
III / Poursuite de I'étude du triplet d'ORF epd-pgk-fbaA

Comme nous I’avons montré ci-dessus, 1’analyse des génomes de y-protéobactéries mettait en
évidence la présence d’une ORF fbad codant une FBA de classe II et de type A, en aval du tandem
epd-pgk. Etant donné que la FBA codée par cette ORF intervient dans le métabolisme du glucose, on
pouvait se demander si elle pouvait étre coexprimée avec I'ORF pgk et si oui, il nous paraissait
important de reprendre 1’étude réalisée par V. Bardey et N. Robas sur les scules ORF epd-pgk en
utililisant des constructions exprimant les 3 ORF.

Nous pouvions exclure la possibilité que 'ORF mscS, située en aval de fbaA, soit coexprimée
avec les ORF epd, pgk et fbad, car elle est principalement exprimée en phase stationnaire de
croissance, contrairement aux ORF pgk et fbaAd (Peng et Shimizu, 2003 ; Stokes er al., 2003). Un autre
argument suggérant une absence de coexpression est la présence d’un ensemble de 3 terminateurs
transcriptionnels rho-indépendants en aval de I'ORF fbaA, ce qui est en faveur d’un arrét total de la
transcription a la fin de I’ORF fbaA. D’autre part, les ORF situées en amont de I’'ORF epd sont peu
conservées chez les Enterobacteriaceae et il y avait peu de chances quelles soient coexprimées avec
les 3 ORF epd, pgk et fbaA (Tableau 3).

115



Résultats-Discussion

Plusieurs données suggéraient que I’expression des ORF pgk et fbad puissent étre exprimées de
maniére indépendantes, et d’ailleurs dans les bases de données, ces 2 ORF sont proposées comme

¢tant exprimées de maniére indépendante (http:/www.cifn.unam.mx/Computational_Genomics/'regulondb/).

Néanmoins une co-expression ne pouvait pas étre exclue. En défaveur d’une coexpression de pgk et
JbaA, la région interORF pgk-fbaA est grande (213 nts) et elle comporte un terminateur pgk T1 rho-
indépendant potentiel, dont ’activité n’avait pas été étudiée (Alefounder et Perham, 1989 , Lesnik et al., 2001).
Par ailleurs, sur la base d’un alignement de séquence, un promoteur potentiel, reconnu par
I’holoenzyme Ec, situé a environ 17 pb en amont de I’ORF fbad avait été proposé, cependant, son
activité n’avait jamais été testée expérimentalement (Fig. 60) (Salgado ef al., 2004). Seules, les données
d’une étude du transcriptome d’E. coli par puces a ADN apportaient des données en faveur de la co-
transcription de I’ORF fbad avec I’ORF pgk (Tjaden et al., 2002b ; Tjaden et al., 2002a). En effet, la région
intergénique pgk-fbaAd semblait étre transcrite au méme taux que les 2 ORF pgk et fbaA. Des
expériences devaient donc étre réalisées pour savoir si ces 2 ORF étaient coexprimées.

Nous avons donc décidé de cloner I’ensemble des 3 ORF epd-pgk-fbaA avec le promoteur epd
PO situé en amont d’epd et les terminateurs transcriptionnels situés en aval de fbad. Nous avons aussi
produit d’autres constructions comportant les 3 ORF sans le promoteur epd PO, I'une avec le
promoteur pgk P1 sauvage, I'autre contenant un promoteur pgk P1 muté (Fig. 1A de Iarticle 1).
L’étude des souches d’E. coli TG1 transformées par ces plasmides nous a permis de montrer, comme
il est décrit dans I'article ci-joint, que I’'ORF fbad n’est exprimée qui si au moins I'un des deux
promoteurs epd PO ou pgk P1 est présent (Fig. 3 de I’article 1). J’ai par ailleurs mis au point un test
permettant de mesurer I’activité FBA. En effet, cette enzyme n’avait jamais été étudiée au laboratoire.
Grace a la mesure de cette activité enzymatique, j’ai pu montrer que les 2 promoteurs contribuent a
peu prés a égalité a la production de PGK et FBA, ceci en présence de glucose dans le milieu de
culture. Bien que seulement deux promoteurs transcriptionnels soient utilisés pour la transcription des
3 OREF epd, pgk et fbaA, I’analyse par Northern-Blot des ARN produits a partir de ce triplet d’ORF,
nous a permis de mettre en évidence une grande complexité des ARNm, avec des ARN tricistroniques,
bicistroniques et monocistroniques (Fig. 2 de I’article 1). Cette complexité pouvait étre liée a la fois a
I'utilisation du terminateur transcriptionnel potentiel pgk TI1 situé en aval de pgk, mais aussi a
’existence de sites de clivages par des RNases. En effet, V. Bardey avait mis en évidence des sites de
clivage dans I’ORF epd et la région inter-ORF epd-pgk, ceci en utilisant le tandem d’ORF epd-pgk.
J a1 vérifié que les coupures par la RNase E aux sites pgk 2 a 6 avaient aussi lieu dans les longs
transcrits epd-pgk-fbaA. Par ailleurs, j’ai recherché I’existence de sites de clivages par les RNases dans
la région interORF pgk-fbad. En utilisant différentes souches d’E. coli mutées dans des génes de
RNases, j’ai ainsi pu mettre en évidence 2 sites de clivage par la RNase E dans cette région inter-ORF
(Fig. 5 de I'article).
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Figure 61 : Localisation des sites de clivages enzymatiques par les RNases, et des modifications
chimiques des bases de I'ARN par le DMS, CMCT et kethoxal

(d'apres Ehresmann er al., 1987).

Sondes enzymatiques :
oo+ RNase T1 : G simple brin

e+ RNase T2 : A simple brin, puis G simple brin, et enfin C et U
crri—» RNase VI : N double brin ou empilé

Sondes chimiques :
@ DMS (diméthyl sulfate) : N3-C, N1-A, N7-G simple brin
B CMCT (1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl) carbodiimide métha-p-toluéne sulfonate) :
N3-U puis N1-G simple brin
) kethoxal : N1-G. N2-G simple brin
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Il nous a alors paru intéressant d’établir la structure secondaire de la région interORF pgk-fbaA
contenant ces deux sites de clivages (Fig. 8A de Iarticle 1). En effet, une notion nouvelle était apparue
en ce qui concerne les sites d’action de la RNase E. Comme nous I’avons dit dans I’introduction, cette
enzyme clive plus facilement les ARN portant un résidu monophosphate a leur extrémité 5’ du fait de
la présence d’un site de fixation du phosphate 5’ terminal qui augmente lorsqu’il est simple-brin
activité enzymatique. Néanmoins, ceci pose le probléme du clivage initial des ARNm qui portent un
triphosphate a leur extrémité S” par cette enzyme. Récemment, la notion d’existence de sites internes
présentant une structure particuliere permettant de passer outre la nécessité d’un résidu
monophosphate en 57 a été émise et nos travaux sur la structure de la région interORF pgk-fbad et
ceux de V. Bardey et A. Mougin sur la structure de la région inter-ORF epd-pgk apportent des
informations sur la structure et la séquence des sites internes de clivages par la RNase E (site
d’entrée).

Pour I’identification des endonucléases impliquées dans les clivages des transcrits epd-pgk-
Jbad, E. Hajnsdorf et P. Régnier nous avaient fourni un ensemble de souches isogéniques d’E. coli
dans lesquelles les génes codant la RNase IlI, la RNase E ou la RNase G étaient individuellement
mutés. Aucun effet des RNases 111 et G n’a été détecté, seule la RNase E coupe les transcrits epd-pgk-
Jfbad, epd-pgk et pgk-fbaA. Comme décrit dans les compléments a I’article, j’ai aussi étudié la stabilité
des produits de clivages par la RNase E in vivo, ceci en bloquant la transcription par ajout de
rifampicine dans le milieu de culture.

Pour I'analyse de la structure secondaire de la région inter-ORF pgk-fbad, j’ai utilisé
I’ensemble des sondes enzymatiques et chimiques utilisées au laboratoire et D. Ropers m’a transmis
son expérience de I'utilisation de ces sondes. Trois enzymes ont été utilisées :

- les RNases T1 et T2 qui hydrolysent préférentiellement les régions d’ARN simple brin en
conditions limitantes, et qui clivent respectivement les liaisons phosphodiester en 3’ des résidus G
pour la RNase T1 ou les liaisons phosphodiester en 5” de tous les résidus pour la RNase T2

- la RNase V1 qui clive spécifiquement des régions d’ARN en double-brin de type Watson-
Crick ou structure par empilement (Fig. 61).

J’ai aussi utilisé 3 agents chimiques :

- le diméthylsulfate (DMS), qui méthyle les positions N-7 des guanines, N-1 des adénines et
plus lentement, les positions N-3 des cytosines,

- le 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoéthyl) carbodiimide métha-p-toluéne sulfonate (CMCT) qui
ajoute un groupement carbodiimiide en position N-3 des résidus uridines et, 2 un moindre degré, en
position N-1 des résidus guanines,

- le kéthoxal qui méthyle les positions N-1 et N-2 des guanines.

Les ARN modifiés ont ensuite été analysés par élongation d’amorces par la transcriptase inverse.

Lorsqu’un résidu est modifié chimiquement sur une position impliquée dans la formation des liaisons
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de type Watson-Crick, un arrét d’¢longation d’amorce est observé un nucléotide en amont du résidu
modifié. Pour les clivages enzymatiques, 1’arrét a lieu au niveau du dernier résidu en 5° de I’ARN pour
les clivages par les RNases T1, T2 et V1. La localisation des clivages enzymatiques et des
modifications chimiques a permis de caractériser les segments en simple-brin ou en double-brin. Les
données ont ensuite ¢té utilisées pour rechercher une structure secondaire thermodynamiquement
stable et compatible avec les données expérimentales par emploi du logiciel M-fold

(http://www .bioinfo.rpi.eduw/applications/mfold/old/rna/form1.cgi). Enfin cette étude expérimentale et

informatique a été complétée par une étude phylogénique : j’ai recherché si les structures possibles
¢taient compatibles avec la séquence des régions interORF pgk-fbaA d’autres bactéries de la classe des
y-protéobactéries. Nous avons ainsi abouti a un modéle phylogéniquement conservé et en accord avec

les données expérimentales.

En résumé, I’ensemble de cette étude du triplet d’ORF epd-pgk-fbad montre I’existence de
nombreux niveaux de régulations au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel :
- ’ORF fbaA appartient a un opéron contenant aussi le tandem d’ORF epd-pgk,
- la transcription de cet opéron dépend d’un promoteur fortement régulé, le promoteur epd PO, qui est
activé en présence de glucose et d’un promoteur peu régulé, pgk P1 de la classe des promoteurs
étendus.
- le processus de maturation/dégradation des transcrits est initié par la RNase E. Nous avons mis en
¢évidence deux sites de d’entrée de la RNase E et défini leurs caractéristiques structurales. La structure
secondaire de chacun des sites de clivage internes au niveau des régions epd-pgk et pgk-fbad est
conservée chez les Enterobacteriaceae, ce qui suppose la conservation du mécanisme de
maturation/dégradation des transcrits issus de I’opéron epd-pgk-fbaAd chez ces bactéries.
- la faible expression de I’ORF epd par rapport aux ORF pgk et fbad s’explique par une traduction
inefficace, en partie due a un écartement sous-optimal entre la séquence de fixation des ribosomes et le
codon initiateur de I’'ORF epd, les données suggerent aussi I’existence d’un facteur inhibiteur saturable

agissant en frans.
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Summary

A gapA-pgk gene tandem coding the glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase and 3-phosphoglycerate
kinase, is most frequently found in bacteria. However,
in Enterobacteriaceae, gapA is replaced by an epd
open reading frame (ORF) coding an erythrose-4-
phosphate dehydrogenase and an fbaA ORF coding
the class Il fructose-1,6-bisphosphate aldolase fol-
lows pgk. Although epd expression is very low in
Escherichia coli, we show that, in the presence of
glucose, the 3 epd, pgk and fbaA ORFs are efficiently
cotranscribed from promoter epd P0. Conservation of
promoter epd PO is likely due to its important role in
modulation of the metabolic flux during glycolysis
and gluconeogenesis. As a consequence, we found
that the epdtranslation initiation region and ORF have
been adapted in order to limit epd translation and to
create an efficient RNase E entry site. We also show
that fbaA is cotranscribed with pgk, from promoter
epd PO or an internal pgk P1 promoter of the extended
-10 class. The differential expression of pgk and fbaA
also depends upon an RNase E segmentation pro-
cess, leading to individual mRNAs with different sta-
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bilities. The secondary structures of the RNA regions
containing the RNase E sites were experimentally
determined which brings important information on
the structural features of RNase E ectopic sites.

Introduction

Escherichia coli is capable of using numerous carbohy-
drates as single source of carbon and energy. However,
glucose is preferentially used in the presence of other
carbon sources, so that glucose metabolism plays an
important role for growth of E. coli. In all living cells, the
phosphorylating glyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH), 3-phosphoglycerate kinase (PGK) and
class Il fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA) are
important enzymes for carbon metabolism (Fraenkel,
1996). In most bacterial genomes, the gene encoding the
phosphorylating GAPDH (gap) is located upstream of the
PGK gene (pgk) (Conway and Ingram, 1988; Branlant
et al., 1989; Eikmanns, 1992; Meijer et al., 1996; Gebbia
et al., 1997; Branny et al., 1998). In Gram-positive bacte-
ria, such as Bacillus megaterium (Schlapfer and Zuber,
1992), Bacillus subtilis (Ludwig et al., 2001), Corynebac-
terium glutamicum (Eikmanns, 1992) and Lactobacillus
delbrueckii (Branny et al., 1998), the gap-pgk gene tan-
dem is followed by a gene encoding another glycolytic
enzyme, the triose phosphate isomerase (TPI). However,
in y-proteobacteria, that include several highly pathogenic
bacteria species such as E. coli, Salmonella typhimurium,
Yersinia pestis, Pseudomonas aeruginosa, Shewanella
putrefaciens and Vibrio cholerae, the pgk gene is followed
by the fbaA gene encoding a class Il FBA and instead of
being preceded by a gap gene, it is preceded by an epd
gene (previously designated as gapB) (Alefounder and
Perham, 1989; Zhao et al., 1995; Della Seta et al., 1997,
Charpentier etal., 1998; Bardey, 2000; Fillinger et al,
2000) (http://www.tigr.org). The epd gene encodes a pro-
tein showing strong sequence (Boschi-Muller et al., 1997;
Fillinger et al., 2000) and 3D structure (Kauffman et al.
pers. comm.) similarities with GAPDHs. However, it has
an erythrose-4-phosphate  dehydrogenase  activity
(E4PDH) (Zhao et al., 1995; Boschi-Muller et al., 1997,
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Della Seta etal, 1997) and catalyses the oxidation of
erythrose-4-phosphate into 4-phosphoerythronate in the
presence of NAD' (Zhao et al, 1995). It was proposed
that the ancestor gap gene encoding a phosphorylating
dehydrogenase acting specifically on glyceraldehyde 3-
phosphate (G3P) was at sometime during evolution
converted into the present epd gene encoding a non-
phosphorylating dehydrogenase, that acts efficiently
on erythrose-4-phosphate (Boschi-Muller et al., 1997).
Indeed, conversion of a GAPDH into an E4PDH by site
directed-mutagenesis was found to depend upon a limited
number of amino acid substitutions: four punctual amino
acid replacements (D32E, T179M, P187Y, Y311C) and
substitution of the SSTGA sequence around residue T208
in GAPDHs for the VDTKL sequence in E4PDHs (Boschi-
Muller et al., 1997; Fillinger et al., 2000). As a relic of the
previous GAPDH activity, E4PDH has a residual poorly
efficient phosphorylating dehydrogenase activity on G3P
(Zhao et al., 1995; Boschi-Muller et al., 1997), but it is not
sufficient to ensure growth on glucose in the absence of
the gapA gene encoding the fully active phosphorylating
GAPDH (Della Seta efal, 1997). The gapA gene is
located at a distinct locus on the E. coli chromosome
(40.1 min, instead of 66.2 min for the epd-pgk gene tan-
dem) (Hillman and Fraenkel, 1975; Alefounder and Per-
ham, 1989). It may have arisen from a duplication of the
ancestor gene or an horizontal transfer of the genetic
information (Branlant and Branlant, 1985; Martin et al.,
1993).

As the expression of the genes coding for glycolytic
enzymes have to be coordinated, it was interesting to
know how regulations of the gapA and pgk glycolytic
genes have evolved, following their physical separation.
In addition, whereas the epdand pgk open reading frames
(ORFs) are cotranscribed from a common strong pro-
moter (previously denoted gapB PO, and now denoted epd
PO (Saier and Ramseier, 1996; Charpentier et al., 1998),
the E4PDH production is very low in all the growth condi-
tions tested (Zhao et al., 1995; Boschi-Muller et al., 1997).
The epd PO promoter activity is strongly increased in the
presence of glucose in the medium and promoter epd PO
is responsible for about half of the cellular PGK activity
(Charpentier et al., 1998). Interestingly, although the pgk
and fbaA ORFs are found side by side on the E. coli
genome, their possible coexpression or their independent
expression had not been investigated.

Bacteria use several transcriptional and post-transcrip-
tional mechanisms for the differential expression of pro-
teins from polycistronic mRNAs (for review: Condon
et al, 1995; Romby and Springer, 2003). Surprisingly, in
spite of the strong importance of glycolytic genes in E.
coli, very limited information was available on the regula-
tion of the epd-pgk-fbaA ORF triplet: based on nucleotide
sequence inspection, three transcription start-sites were

previously predicted. However, only the presence of pro-
moter epd PO, its activation in the presence of glucose
and its downregulation by the Cra protein in the presence
of pyruvate were experimentally demonstrated (Ramseier
etal., 1995; Saier and Ramseier, 1996; Charpentier
et al., 1998). The fact that the epd PO promoter is respon-
sible for only half of the PGK production (Charpentier
et al., 1998) and previous data obtained by Tn5 insertion
mutagenesis (Nellemann efal, 1989) suggested the
presence of a yet unidentified internal transcription-
initiation site in the ORF cluster. The activities of a pre-
dicted Eg™ initiation site, located 30 nts upstream of the
fbaA start codon (Salgado et al., 2004) and of several
putative rho-independent terminators, one located
between the pgk and fbaA ORFs and three other ones
sitting, side by side, downstream from the fbaA ORF
(Alefounder and Perham, 1989; Lesnik et al., 2001), had
not been tested experimentally. Finally, as polycistronic
mRNAs encoding GAPDH and PGK genes were found to
be subjected to processing mechanisms in Zymomonas
mobilis and B. subtilis (Burchhardt et al, 1993; Ludwig
et al., 2001), the E. coli epd-pgk-fbaA transcript may also
be subjected to a complex processing mechanism, which
also had to be investigated.

In the present study, we tried to bring answers to sev-
eral of these questions. By Northern blot hybridization,
Primer extension analysis, site-directed mutagenesis and
S1 mapping, we established the transcriptional organiza-
tion of the E. coli epd-pgk-fbaA genomic region, and
studied the maturation and degradation processes of the
various transcripts. The RNase involved was identified by
using E. coli strains defective in the production of various
RNase(s). The secondary structure of the cleaved RNA
regions was established by the use of chemical and
enzymatic probes of the RNA structure and by phyloge-
netic comparisons. Finally, by construction of epd-lacZ
transcriptional and translational fusions, we demon-
strated a translational limitation of the epd expression in
E. coli.

Results

TheE. coli epd-pgk-fbaA locus generates a complex array
of mRNAs

To study the transcripts and cleavage products of the epd-
pgk-fbaA ORF cluster (Fig. 1A), this ORF cluster was
cloned into a multicopy plasmid, together with the 243 bp
long upstream and 431 bp long downstream DNA regions
(plasmid pEPF) (Fig. 1A). A shorter construct, missing
promoter epd PO, was built (plasmid pAPO-EPF) (Fig. 1A).
The E. coli TG1 strain transformed with plasmid pEPF
or pAPO-EPF (designated as pEPF- or pAPO-EPF-
transformed cells) or with the empty pBS plasmid

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265-1287
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Fig. 1. Schematic representation of the epd-pgk-fbaA ORF cluster with the different constructs, probes and PCR fragments used in this study.
The epd-pgk-fbaA ORF cluster, bordered by the yggC and mscS ORFs is depicted at the centre of A. White rectangles represent untranslated
regions, grey and black rectangles correspond to the ORFs. The epd PO (Charpentier et al., 1998), pgk P1 (this study) and mscS P (Stokes et al.,
2003) transcription-start sites are marked by bent arrows. Potential terminators are symbolized by thin lines surmounted by circles. The positions
of the restriction sites used are indicated. The oligonucleotide targeted sequences are shown by black triangles (» non-coding, < coding strand).
Numbering of the genomic fragment is according to the complete sequence of the E. coli K12 chromosome (Blattner et al., 1997). For numbering
of fragments inserted in the various constructs (bottom part of A) and PCR amplification products (upper part of A), the epd PO transcription-
start site was taken as the reference. The DNA matrices used for in vitro transcription of the fuqpp foornas RNAs and the 5-end-labelled DNA
probe used for S1 mapping are shown in the upper part of A. The star indicates the labelled extremity. The PCR amplification products used as
labelled probes for Northern blot analysis of transcripts from untransformed cells (EPD, PGK and FBA probes) are also shown in the upper part
of A. The DNA fragments of the epd-pgk-fbaA ORF cluster inserted in the plasmids utilized to transform the various E. coli strains used in this
study (Table 2), are shown in the bottom part of the figure. The plasmid names are given on the left side of the panel. The colour rules used for
the fragments are as in the central scheme. The mutations generated in the plasmids (mut35 and mut408 in the epd TIR, and mutTG and mut-
10 in promoter pgk P1) are indicated. The mutated pgk P1 promoters and epd TIRs are shown in B. Mutations in the epd TIR are represented
on a proposed 2D structure of the epd 5” UTR region.
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(control-transformed cells) were grown until mid-log phase
in M63 minimal medium, in the presence of glucose as
the sole source of carbon. For each transformant, one part
of the culture was used for protein analysis by SDS-PAGE,
the other half was used for Northern blot analysis of total
RNA (Figs 2A and 3). The oligonucleotides O-EPD, O-
PGK and O-FBA, that are, respectively, complementary to
each of the epd, pgk and fbaA ORFs, were used as the
probes (Fig. 1A). For each culture, total RNA and soluble
proteins were always extracted from a similar number of
cells (about 1.5 x 10°) and the amounts of total RNA or
soluble proteins loaded on the gels (Figs 2A and 3) were
determined taking into account the plasmid copy numbers
in transformed cells (plasmid pAPO-EPF was present at a
higher copy number compared with plasmid pEPF). The
experiment was repeated several times, and reproducible
results were obtained. The strong PGK and FBA produc-
tions and the very low E4PDH production observed with
the cloned ORF triplet is illustrated in Fig. 3 [compare lane
2 (ORF triplet) to lanes 7 (PGK), 8 (FBA) and 9 (E4PDH)].
A strong production of PGK and FBA was also observed
in the absence of promoter epd PO (lane 3).

When promoter epd PO was present in the plasmid,
each of the oligonucleotide used for Northern blot analysis
reproducibly revealed mRNAs ranging in size from 3700
to 1100 nts (Fig. 2A). The 3700 nt long RNA present in
low amount, was expected to be a tricistronic epd-pgk-
fbaA mRBNA (Fig. 2C). Each of the three probes also
detected bicistronic RNAs (epd-pgk RNA 2400 nts or pgk-
fbaA RNA 2700 nts) (Fig. 2A). The epd-pgk RNAs might
result from transcription arrest at the putative terminator
located downstream from the pgk ORF or endonucleolytic
cleavage of epd-pgk-fbaA transcripts (Fig. 2C). Detection
of bicistronic pgk-fbaA transcripts, in cells that were trans-
formed with plasmid pAPO-EPF, was a strong indication
for the presence of an internal transcription-start site. In
the pEPF-transformed cells, the three probes also enlight-
ened 11001500 nt long RNAs, that were expected to be
monocistronic. The absence of putative transcriptional ter-
minator between the epd and pgk ORFs suggested that
monocistronic epd BRNAs resulted from endonucleolytic
cleavage of a longer molecule. Altogether, the data sug-
gested the presence of at least one internal transcription-
start site, located upstream of the pgk ORF and the
occurrence of endonucleolytic cleavages. By Northern
blot analysis of total RNA extracted from untransformed
E. coli TG1 cells, using highly labelled specific DNA
probes produced by polymerase chain reaction (PCR)
amplification, we verified the cotranscription of the epd-
pgk and fbaA ORFs in these cells. The level of tricistronic
RNA was higher in untransformed cells compared with
transformed cells (Fig. 2A and B). However, as in untrans-
formed cells, bi- and monocistronic mRNAs were also
present (Fig. 2B).

A promoter of the extended -10 class is located upstream
of the pgk ORF

To identify the transcription promoter located upstream of
the pgk ORF, E. coli TG1 cells were transformed with
plasmids pEP or pAPO-EP, containing the epd and pgk
ORFs with or without promoter epd PO respectively
(Fig. 1A). These two plasmids produced large amounts of
PGK (Fig. 3, lanes 6 and 7) and had a stronger stability
in E. coli compared with the large pEPF plasmid. Total
RNAs were extracted from transformed cells grown on
glucose. The 5 extremities of the PGK mRNAs were iden-
tified by two approaches: (i) reverse transcription using
oligonucleotide O-PGK as the primer (Fig. 4A) and (ii) S1
mapping using the 5-end-labelled O-GB1/0O-PGK DNA
(Fig. 1A), described in Experimental procedures, as the
probe (Fig. 4B). The occurrence of transcription initiation
at promoter epd PO was verified by Primer extension using
the O-EPD probe (Fig. 4A). Reproducible results, illus-
trated in Fig. 4A and B, were obtained in a series of
independent experiments.

In the presence of promoter epd PO, several reverse
transcriptase (RT) stops were detected between positions
+967 (in the epd ORF) and +1184 (in the epd-pgk inter-
genic region). In contrast, no strong RT stop was detected
in the 400 nt region located upstream of position +967 (not
shown). Almost all the RT products obtained in high yields
had a counterpart among the S1 nuclease digestion prod-
ucts, indicating that they corresponded to RNA extremities
(Fig. 4B, lane 2). In addition, the same pgk mRNA 5
extremities were detected by RT analysis of total RNA
extracted from untransformed cells (Fig. 4B, lane 1).
Hence, at least, six distinct pgk mRNAs, differing by the
identity of their 5" extremities, were present in the cells.
They were designated as pgk mRNAs 1-6 and the loca-
tion of their 5° extremities in the epd-pgk sequence is
shown in Fig. 4D.

Upon deletion of promoter epd PO, all the cDNA bands
had a strongly decreased intensity, except that at position
+967 (Fig. 4A, compare lanes 1 and 4). We concluded that
the presence of the pgk 1 mRNA was not dependent on
the activity of promoter epd PO. Accordingly, a TATAGT
sequence, carrying the characteristic features of the -10
elements of promoters recognized by the Ec’ RNA-
polymerase holoenzyme (Harley and Reynolds, 1987,
Lisser and Margalit, 1993), is located 7 bps upstream of
position +967 (Fig.4D). No obvious -35 element is
detected. However, as the TATAGT sequence is preceded
by a TGG triplet, the corresponding promoter may belong
to the special class of E. coli extended -10 promoters,
which may function without -35 hexamer (Bown et al.,
1997; Mitchell etal, 2003). As a confirmation, the
replacement of the putative -10 hexamer segment
(TATAGT, position +954 to +959) for a CACAGC sequence

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiclogy, 57, 1265-1287
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A. Cells transformed with the plasmids (Fig. 1A) indicated above the lanes were grown in M63 medium in the presence of glucose until an Ag,
of 0.5. The amount of total RNA, loaded on the agarose gel was adjusted taking into account the plasmid copy number of the transformed cells.

In the experiment shown, 8.6, 4.3, 6.4 and 6 pg of total RNA were loaded for plasmids pEPF, pAP0-EPF, pAPO-mut-10P1-EPF and pBS

respectively. Conditions for Northern blot analysis are given in the Experimental procedures. The 5-end-labelled probes O-EPD, O-PGK and O-
FBA used are indicated below the panels. The identity of the hybridization products was deduced taking into account their estimated lengths and

their differential hybridization with the probes. Lengths were estimated, by using the E. coli 165 and 23S rRNAs as molecular markers.

B. Untransformed E. coli TG1 cells were grown in M63 medium supplemented with glucose until an Agy of 0.5, 30 pg of total RNA extracted from
these cells were loaded in each lane of the gel and Northern blot experiments were performed with highly labelled PCR amplification products
of the epd, pgk and fbaA ORF prepared as described in Experimental procedures. The 23S and 16S rRNA size markers are shown and the

identities of the hybridization products are given on the left side of the panels.

C. The possible transcriptional organization of the epd-pgk-fbaA ORF cluster and the putative transcription and maturation products with their

predicted lengths (same representation as in Fig. 1).

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265-1287
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Fig. 3. Only PGK and FBA are overproduced in pEPF-transformed
cells. SDS-PAGE analysis of the soluble proteins extracted from cells
transformed with the various plasmids indicated above the lanes was
performed as indicated in the Experimental procedures. Molecular
weight markers (MW) were loaded in lane 1. PGK and FBA (lanes 7
and 8) were individually expressed by plasmids pAPO-EP and pF
respectively. Purified E4PDH, produced in pE-transformed E. coli
cells, was loaded in lane 9. Lane 5 is a control experiment with an
empty pBS plasmid. The same batches of transformed cells were
used in Figs 2 and 3.

(plasmid pmut-10P1-EP) (Fig. 1B) and the substitution of
the TG dinucleotide (positions +951 to +952) for an AC
dinucleotide (plasmid pmutTGP1-EP) (Fig. 1B) led to the
complete disappearance of the RT stop at position 4967
(Fig. 4A, lanes 2 and 3 respectively). This promoter with
an extended -10 sequence was designated as pgk P1
promoter.

Both PGK and FBA productions depend upon the epd PO
and pgk P1 promoters

To test whether a third transcriptional promoter is present
upstream of the fbaA ORF, we transformed E. coli TG1
cells with plasmid pAPO-mut-10P1-EPF, that carries both
the epd PO deletion and the CACAGC sequence instead
of the wild-type (WT) pgk P1-10 sequence (Fig.1). No
bicistronic pgk-fbaA mRNA and no monocistronic pgk and
fbaA mRNAs were detected by Northern blot analysis of
total RNA (Fig. 2A). Thus, individual fbaA mRNAs are
produced from transcripts initiated at the epd PO and/or
pgk P1 promoters. Accordingly, in cells transformed with
plasmid pAPO-mut-10P1-EPF, the PGK and FBA amounts
(Fig. 3, lane 4) and activities (Table 1) were both reduced
to levels corresponding to the expression of endogenous
genes (same levels as with the empty pBS plasmid)
(Fig. 3, lane 5 and Table 1). Hence, in spite of the putative
rho-independent terminator downstream from the pgk
ORF (Fig. 1A) (Alefounder and Perham, 1989), the fbaA
ORF is predominantly cotranscribed with the pgk ORF.
According to the PGK and FBA activities measured for
pEPF and pAPO-EPF-transformed cells (Table 1), the epd
PO and pgk P1 promoters in plasmid constructs, likely
have similar contributions to the PGK and FBA

productions when glucose is present in the medium
(Table 1).

Reverse transcriptase analysis of the PGK mRNAs in
TG1 cells grown in M63 medium supplemented with glu-
cose or pyruvate (Fig. 4C) revealed no significant variation
of the steady-state level of the pgk P1 transcripts. Thus,
promoter pgk P1 is not activated in the presence of glu-
cose in the medium. Note that the low activity of promoter
epd PO in the presence of pyruvate was accompanied by
an almost complete disappearance of the pgk mRNAs 2—
6 (Fig. 4C). This suggest that pgk mRNAs 2—6 are gener-
ated by endonucleolytic cleavages of the epd-pgk and/or
epd-pgk-fbaA transcript(s), but not of transcripts initiated
at promoter pgk P1. In support to the occurrence of endo-
nucleolytic cleavages, none of the pgk mRNAs 2-6 &'
extremities correspond to a transcription-start site accord-
ing to the DNA sequence. Whereas cleavage sites 5 and
6 are located within the epd-pgk inter-ORF region, sites
2, 3 and 4 are located in the 3'-terminal part of the epd
ORF (Fig. 4D). These three cleavages are, thus, expected
to abolish E4PDH production. Remarkably also, whereas
sites 2-6 are present in transcripts initiated at promoter
pgk P1, these transcripts are inefficiently cleaved com-
pared with the epd PO transcripts.

The pgk-fbaA interORF region is cleaved on both sides of
the pgk putative terminator

The 5" extremities of individual fbaA mRNAs were identified
by Primer extension analysis using RNA extracted from
pEPF- or pAPO-EPF-transformed cells and the O-FBA
probe (Fig.5). None of the detected RT stops corre-
sponded to the previously predicted transcription-start site
(Salgado et al., 2004) (not shown). In contrast, successive
RT stops were found in the series of adenosine residues
located from position +2364 to +2369 (fbaA 5 series of
stops) and at four other positions denoted fbaA stops 1-4

Table 1. The PGK- and FBA-specific activities® of E. coli TG1-
transformed cells®.

PGK® FBA®

(1tmol NADH/ (nmol NADH/
Tested construct min/Azsp/Asso) min/Azeo/Asos)
pEPF 25 0.031
pAPO-EPF 1.05+0.11 0.017 £0.002
pAPO-mut-10P1-EPF 0.14+0.09 0.0015 + 0.001
pBS 0.10+£0.09 0.001 £ 0.001

a. Specific activities were measured on cells harvested in the mid-
log phase of growth as described in the Experimental procedures.
b. E. coli TG1 cells transformed with plasmids pEPF, pAPO-EPF,
pAPO-mut-10P1-EPF or pBS were grown in M63 minimal medium
supplemented with glucose and Casamino Acids.

c. The reported values take into account the variations of plasmid
copy number as explained in the Experimental procedures. They are
means and standard deviations of three independent experiments.
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Fig. 4. Identification of six distinct pgk mRNA
5 extremities and a pgk internal promoter.

A. Primer extension analysis of total RNAs

(5 pg) extracted from pAPO-EP (lane 1),
pmutTGP1-EP (lane 2), pmut-10P1-EP (lane
3), or pEP (lane 4) E. coli TG1-transformed
cells using oligonucleotide O-PGK or O-EPD as
the primers. Growth was performed in M63
medium supplemented with glucose. The
sequencing ladders (lanes A, C, G and U) were
obtained with the O-PGK or O-EPD oligonucle-
otide. The oligonucleotides primers used are
indicated below the autoradiograms. The 5
extremities of pgk mRNAs (pgk 1-6) and their
positions as referred to the epd PO start site are
indicated on the left and right sides of the auto-
radiogram respectively.

B. S1 mapping assay on total RNA extracted
from untransformed (30 pg) (lane 1) or pEP-
transformed (5 pg) (lane 2) E. coli TG1 cells
grown in M63 medium supplemented with glu-
cose. The 5-end-labelled O-GB1/0-PGK DNA
fragment (Fig. 1A) was used as the probe.
Lanes U, G, C and A are sequencing ladders
obtained with oligonucleotide O-PGK. The iden-
tified pgk mRNA 5’ extremities and their posi-
lions as referred to the epd PO start site are
indicated on the left and right sides of the auto-
radiogram respectively.

C. Effect of the carbon source identity on the
pgk mRMNA composition. Untransformed E. coli
TG1 cells were grown in M63 medium supple-
mented with glucose (lane 1) or pyruvate (lane
2). Primer extension analyses were performed
on 20 pg of total RNA using oligonucleotide O-
PGK or O-EPD as indicated below the autora-
diograms. The pgk mRNA numbering is as in A.
D. Schematic representation of the data shown
in A and B on the nucleotide sequence of the
epd-pgk region from position +874 to +1243.
The extended -10 element of promoter pgk P1
is boxed and the corresponding transcription
start site is shown by a bent arrow. The 5°
extremities of the pgk mRNAs 2-6, correspond-
ing to in vivo RNase E cleavages, are marked
by triangles. The epd and pgk ORFs are repre-
sented by triplets of nucleotides. The epd stop
codon and pgk initiation codon are in bold. The
sequence complementary to oligonucleotide O-
PGK is underlined.
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Fig. 5. Identification of the fbaA mRNA 5
extremities.

A.The 5 extremities of fbaA mRNAs from
pEPF-transformed E. coli TG1 cells were iden-
tified by extension of the O-FBA probe with RT
(lane RT). Lanes U, G, C and A correspond to
the sequencing ladder. Several cleavages were
detected in the run of A residues from position
+2364 to +2369 (fbaA 5 series of sites). Posi-
tions of the RT stops in the nucleotide
sequence downstream from the epd PO tran-
scription start-site are given on the right side of
the autoradiogram.

B. RT analysis with oligonucleotide O-FBA of
total RNA (5 pg) extracted from pEPF (lane 1)
and pAPO-EPF (lane 2) transformed TG1 cells.
Growth was in M63 medium supplemented with
glucose. Lane 3 corresponds to the reverse
transcription of the in vitro transcribed f g.mas
RNA (Fig. 1A) (30 ng) using the O-FBA primer.
The cDNA bands are numbered as in A.

C. Schematic representation of the data shown
in A and B on the nucleotide sequence of the
pgk-fbaA interORF region. The series of fbaA
5 cleavage sites are indicated by a horizontal
line surmounted by a triangle and the fbaA 2
cleavage site is shown by a triangle. The pgk
and fbaA ORFs are represented by triplets of
nucleotides and the pgk stop codon and fbaA
initiation codon are in bold. The two horizontal
inverted arrows indicate the putative pgk T1
transcription terminator. The -10 and -35 hex-
amers of the previously proposed fbaA tran-
scriptional promoter (Salgado et al,, 2004) are
boxed in grey.

‘G'I‘G GAA GGT AARA GTA CTG CCT GCA GTA GCG ATG CTC GAA GAG CGC

GCT AAG AAG TAA AAAATCACAGGGCAGGGAAACCTGCCCTTGTTTCAGCGCGCTT
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42580
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CATGCARCTTGAAGTATGACGAGTATARGGCCCGACGATACAGGACAAGAGAC ATG TCy

(Fig. 5). As three of these stops (fbaA 1, 3 and 4) were also
detected by RT analysis of an f,umaa transcript (Fig. 1A)
produced in vitro (position +2265 to +2626) (Fig. 5B, lane
3), they likely resulted from RT pauses. Only, the fbaA 2
stop and the fbaA 5 series of stops corresponded to fbaA
mRNA 5" extremities. In accord with the above data, no
putative transcriptional promoter was detected in the cor-
responding upstream DNA region (Fig. 5C). Interestingly,
in the pgk-fbaA inter-ORF region, the fbaA 5 series of
cleavage sites overlaps the pgk stop-codon and is located
upstream of the potential pgk transcription terminator. Site
fbaA 2 is located downstream from this motif (Fig. 5C).
Identical patterns of cleavages of the pgk-fbaA interORF
region were observed in the presence or absence of pro-
moter epd PO (Fig. 5B, lane 1 and 2), suggesting that sim-
ilar cleavages of the pgk-fbaA interORF region take place
in the epd-pgk-fbaA and pgk-fbaA transcripts.

The epd ORF, the epd-pgk and pgk-fbaA inter-ORF
regions are cleaved by RNase E

Three endonucleases were found to be involved in mRNA
degradation and maturation in E. coli: RNase lll, RNase
E (for review: Grunberg-Manago, 1999) and the more
recently identified RNase G (for review: Wachi and Nagai,
2001; Lee etal, 2002). The E. coli isogenic strains
IBPC602 and IBPC600 (Table 2) were used to test for a
possible implication of RNase Il in cleavage of the epd-
pgk, pgk-fbaA and epd-pgk-fbaA transcripts. The rnc-105
mutation in strain IBPC600 abolishes RNase Il activity.
The N3433 strain and its isogenic strain IBPC335 contain-
ing a disrupted RNase G gene (Hajnsdorf et al. unpubl.
data) (Table 2) were used to test for the possible implica-
tion of RNase G. The four strains were transformed with
plasmid pEPF and total RNAs extracted from cells grown

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265-1287



Table 2. The E. coli bacterial strains used in this study.

epd-pgk-tbaA expression in E. coli 1273

Bacterial strains Relevant genotypes

Source or origin

TG1 supE hsdAS5 thi Aflac proAB), F'(traD36 proAB' lacF lacZAM15) Stratagene

IBPC5321 thi-1 argE3 AlacX74 mit-1 xyl-5 tsx-29 rpsl argG6 his-4 Plumbridge and Soll (1989)
IBPC6311 thi-1 argE3 AlacX74 mit-1 xyl-5 tsx-29 rpsL argG6 his-4 recA56 srl-300::Tn10 Plumbridge and Soll (1989)
MG1693 thyA715 Arraiano et al. (1988)
SK5665 thyA715 ams-1 Arraiano et al. (1988)
IBPCB02 thi-1 argE3 AlacX74 mtl-1 xyl-5 rpsL argGé6 his-4 nadA51:Tn10 P. Régnier

IBPCE00 thi-1 argE3 AlacX74 mtl-1 xyl-5 rpsL argG6 his-4 nadA51:Tn10, rnc105 P. Régnier

N3433 HfrH lacZ43 A” relA1 spoT thi-1 D. Apirion

IBPC935 HirH lacZ43 A~ relA1 spoT thi-1 mg::CmR E. Hajnsdorf

on Luria—Bertani (LB) were studied by Primer extension
analysis. The patterns of cDNAs obtained with the O-PGK
and O-FBA primers were identical for the four strains (data
not shown). Thus, RNases Il and G are not responsible
for cleavages of the epd-pgk and pgk-fbaA inter-ORF
regions.

Then, by using the MG1693 and SK5665 isogenic
strains (Arraiano etal, 1988) (Table 2), we tested the
possible implication of RNase E. Due to the ams-1 muta-
tion, strain SK5665 (RNase E*) produces a thermosensi-
tive RNase E. As RNase E is essential for growth of E.
coli, the two transformed strains were grown at 30°C (per-
missive temperature) until mid-log phase. Then, half of
each culture was subjected to a temperature shift at 42°C.
RT analysis of the pgk mRNAs with the O-PGK probe
showed a disappearance of the pgk mRNAs 2-6 after
incubation of the RNase E" strain for 15 min at 42°C
(Fig. 8A). Such disappearance was not observed for the
WT strain. By using primer O-EPD, we verified that this
disappearance was not due to the absence of transcrip-
tion initiation at promoter epd PO (not shown). Based on
these observations, we concluded that RNase E is
responsible for the cleavages that generate the pgk
mRNAs 2-6. We confirmed this proposal by Northern blot
analysis of total RNA from the RNase E® strain trans-
formed with the pEP plasmid, that produces an epd-pgk
transcript from promoter epd PO. Indeed, an epd-pgk tran-
script appeared at non-permissive temperature. It was
absent at permissive temperature and in extract of the WT
strain (Fig. 6B).

Reverse transcriptase analysis of the fbaA mRNAs from
the WT and RNase E” strain with the O-FBA probe
(Fig. 6E) showed that cleavage in the series of A residue
from position +2364 to 42369 (fbaA 5 series of sites) is
temperature sensitive in the WT strain. However, after the
temperature shift, a stronger decrease of the yield of
cleavages in the +2364 to +2369 segment and at site fbaA
2 was observed in the RNase E" strain compared with the
WT strain. We, thus, concluded that RNase E is also
responsible for the cleavages detected in the pgk-fbaA
interORF region.

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265-1287

RNase E cleaves similarly the epd-pgk region in vitro and
in vivo

To compare in vitro and in vivo cleavages of the epd-pgk
region by RNase E, we submitted an {4, RNA (positions
+701 to +1500) (Fig. 1A), produced by in vitro transcrip-
tion, to the action of a degradosome fraction of the E. coli
RNase E” strain. Indeed, Braun et al. showed that degra-
dosome fractions carrying a mutation in the S1 like bind-
ing domain of RNase E have in vitro RNA cleavage
properties similar to those of WT degradosomes (Braun
et al., 1996). In the fq . RNA, the cleaved region was
flanked by a 292 nt long upstream and a 316 nt long
downstream fragment. The possibility to abolish the
RNase E activity of the degradosome fraction by a 10 min
incubation at 45°C (Arraiano et al., 1988) was used as an
internal control. For comparison, the reverse transcripts
obtained with the in vitro maturation products were com-
pared with those of total RNA from the WT MG1693 strain
transformed with plasmid pEPF. Some of the in vitro cleav-
age sites were shifted by 1 or 2 nts compared with the in
vivo sites and some of the single cleavages found in vivo
were replaced by two or three cleavages in succession in
vitro (Fig. 6C and D). Nevertheless, a striking similarity of
the in vivo and in vitro cleavages was observed. The minor
difference observed may be due to the fact that we used
a degradosome fraction containing an RNase E mutated
in the S1 like RNA-binding domain. The data suggested
a very low protection of the epd ORF by translating ribo-
somes and thus, a low translation efficiency of the epd
ORF in vivo.

Cleavage of the epd ORF is probably due to its low
translation efficiency

As translation efficiency largely depends upon the effi-
ciency of the translation initiation region (TIR), we built
epd-lacZ transcriptional and translational fusions to test
the efficiency of the epd TIR. In plasmid pVBGF2 (epd—
lacZ translational fusion), a B-galactosidase truncated of
its six N-terminal amino acids, fused to the 18 N-terminal
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amino acids of E4PDH, was expressed under the control
of the epd PO promoter and epd TIR. In plasmid pVBOF2
(epd—lacZ transcriptional fusion), the WT B-galactosidase
was expressed under the control of promoter epd PO and
the flacZ TIR (Fig.1A). The cellular B-galactosidase-
specific activity was 12-fold higher for cells transformed
with the transcriptional fusion compared with cells

0-PGK

expressing the translational fusion (Table 3). By restora-
tion of an entire f-galactosidase ORF in plasmid pVBGF2,
only a limited increase of the -galactosidase activity was
observed (factor of 2) (data not shown). Hence, these
results were an indication for a limited efficiency of the
epd TIR. To confirm this hypothesis, we used the ARS45
phage to introduce the transcriptional and translational

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265—1287



epd-pgk-fbaA expression in E. coli 1275

Fig. 6. RNase E cleaves both the epd-pgk and pgk-fbaA regions of the epd-pgk-fbaA transcripts.

A. The epd-pgk and epd-pgk-fbaA mRNAs are cleaved by RNase E in vivo. The MG1693 (WT) and SK5665 (RNase E”) E. coli strains transformed
with plasmid pEPF were grown at 30°C in LB medium, until an A of 0.5. One half of each culture was subjected to a temperature shift at 42°C,
the other half was maintained at 30°C. Total RNAs extracted from the different batches of cells were analysed by extension of primer O-PGK
with RT. Lanes U, G, C and A correspond to the sequencing ladder.

B. E. coli MG1693 (WT) and SK5665 (RNase E®) cells transformed with plasmid pEP were grown at 30°C in LB medium until an Asy, of 0.5.
Then one half of each culture was incubated for 15 min at 42°C (lanes 2 and 4) and the other half was maintained at 30°C (lanes 1 and 3). Equal
amounts of total RNA (5 ug) extracted from each cell batches were subjected to Northern blot analysis using the O-EPD and O-PGK oligonucle-
otides as the probes. Transcripts were identified by reference to 16S and 23S rRNAs.

C. The epd-pgk region is cleaved by a degradosome fraction in vitro. The in vitro transcribed foa. RNA (Fig. 1A) was incubated 10 min with a
degradosome fraction, prepared from the E. coli RNase E" strain. This fraction was preincubated either 10 min at 45°C (lane 1) or 10 min at
30°C (lane 2). The reaction products were analysed by extension of primer O-PGK with RT. For comparison, an RT analysis was performed on
total RNA (5 ug) extracted from pEPF-transformed E. coli cells (lane 3). Lanes U, G, C and A correspond to the sequencing ladder. The RNase
E cleavage sites obtained in vitro are numbered from E2 to E6.

D. The in vivo and in vitro RNase E cleavage sites detected in the epd-pgk RNA region are shown on the RNA sequence. Triangles above the
sequence correspond to the in vivo cleavage sites, triangle below the sequence to the in vitro cleavage sites.

E. The pgk-fbaA interORF region is cleaved by RNase E in vivo. As in A, the MG1693 (WT) (lanes 1 and 2) and SK5665 (RNase E¥) (lanes 3
and 4) E. coli cells transformed with plasmid pEPF were grown at 30°C in LB medium. One half of each culture was incubated for 15 min at 42°C
(lanes 2 and 4), and the other half was maintained at 30°C (lanes 1 and 3). Total RNA extracted from each cell batches (5 pg) were analysed
by extension of primer O-FBA with RT. The resulting fbaA cDNAs are numbered as in Fig. 5.

fusions as unique copies in the E. coliTG1 chromosome.
The cellular B-galactosidase-specific activity of the
lysogenic strain containing the translational fusion was
150-fold lower, compared with that of the lysogenic strain
containing the transcriptional fusion (Table 3). This
brought strong additional support to the idea that the epd
TIR has a low efficiency.

The small distance between the RBS and initiator AUG
probably limits the epd TIR efficiency

The epd TIR has two peculiar features: first, a long stem-
loop structure can be formed immediately upstream of
the Ribosome Binding Sequence (RBS) (Fig. 1B) and,
second, the distance between the RBS and AUG initia-
tion codon is unusually short (aligned distance of 5,
instead of the 8-10nts optimal distance) (Ma et al,
2002) (Fig. 1B). To test whether one of these two fea-
tures may be involved in translation limitation, two variant

epd TIRs were produced. In variant 35, the 5" strand of
the stem (29 nts) was substituted for a GTCGAC
sequence, so that formation of the long stem-loop struc-
ture was abolished. In variant 408, the WT UCU
sequence, that links the RBS to the AUG, was replaced
by a 7 nt sequence (AAAUAAA) (aligned distance of the
mutated RBS of 9nts) (Fig. 1B). Each of these two
mutations was introduced in the pVBGF2 and pVBOF2
plasmids, described above, and were integrated as
unique copies in the E. coli TG1 chromosome. Measure-
ment of the B-galactosidase-specific activities of the
transformed cells and monolysogenic cells (Table 3)
showed that both TIR mutations had no marked effect on
the expression of the transcriptional fusions. Mutation 35
also had a very limited effect on the translational fusion.
In contrast, with an optimal spacing between the RBS
and initiation codon (variant 408), the B-galactosidase
activity was increased by a factor of about 5 for the
transformed cells and 15 for the monolysogenic cells.
Hence, the small distance between the RBS sequence

Table 3. The p-galactosidase-specific activities produced from E. coli epd—lacZ fusions in E. coli TG1-transformed cells or monolysogenic cells®.

P-Galactosidase activity (Miller Unit per Agg)®®

Plasmid Monolysogenic
Translational Transcriptional Translational Transcriptional
Tested TIR fusion fusion fusion fusion
E. coli epd WT 800 + 150 9150 + 2000 8+3 1230 + 96
E. coli epd 35° 1400 + 400 9300 + 800 11+3 1100 + 66
E. coli epd 408° 4300 + 500 8600 £ 1700 110+ 17 1380+ 110

a. E. coliTG1 cells transformed with derivatives of plasmids pRS414 (translational fusion) or pRS415 (transcriptional fusion) and monolysogenic
E. coli TG1 cells containing unique copies of the translational or transcriptional fusions were grown in M&3 minimal medium supplemented with
glucose and Casa Aminoacids until mid-log phase of growth.

b. B-Galactosidase activities were measured using the method of Miller.

c. The reported values are means and standard deviations of three independent experiments.

d. The E. coli epdmut35-lacZ and epdmut408-lacZ fusions contained the mut35 and mut408 epd TIR sequence respectively.

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265—1287
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Table 4. E4PDH- and PGK-specific activities® of E. coli TG1-transformed cells®.

E4PDHE (umol PGK® (pmol

Plasmid Identity of epd ORF NADH min Azss /Acoo) NADH min" Azse/Acco)
pL-EP E. coli epd WT 0.47 £0.15 203+ 10

pmut3s-L-EP E. coli epd 35 0.49 + 0.03 170+ 16
pmutd08-L-EP E. coli epd 408 0.98 + 0.03 190+ 11

a. E. coli TG1 cells transformed with plasmids pL-EP, pmut35-L-EP or pmut408-L-EP were grown in M63 minimal medium supplemented with

glucose and Casamino Acids.

b. Specific activities were measured on cells harvested in the mid-log phase of growth.
c. The reported values are means and standard deviations of three independent experiments.

and the AUG initiation codon probably contributes to the
low activity of the epd TIR.

Mutations 35 and 408 were also introduced in plasmid
pL-EP containing the epd-pgk gene tandem (Fig. 1A and
Table 4). Alteration of the stem-loop structure had no
marked effect on both the PGK and E4PDH activities. In
contrast, increasing the distance between the RBS
sequence and initiator AUG led to the doubling of the
E4PDH activity, whereas the PGK-specific activity was
unmodified. This reinforced the idea that the epd TIR limits
epd translation efficiency.

The secondary structures of the upstream epd and
pagk-fbaA ANase E target sites are conserved in
enterobacteria

RNase E cleaves preferentially RNAs that contain a
(G,A)(C,A)N(G)(G,U,A)/(A,U){C,U)N(C,A)(C,A) sequence
(Kaberdin, 2003), and the presence of stem-loop struc-
tures flanking this sequence reinforces RNase E efficiency
(Kaberdin et al., 2000). By using chemical and enzymatic
probes of the RNA secondary structure, we tested
whether the epd-pgk-fbaA RNase E target sites display

such structural characteristic features. T1 and T2 RNases
were used to probe single-stranded regions (Mougin
et al., 1996; Jacquenet et al., 2001), V1 RNase was used
to probe helical and stacked regions (Mougin et al., 1996).
Two chemical probes for single-stranded regions were
also used: DMS acting on A and C residues and CMCT
acting on U and G residues (Mougin et al,, 1996; Jac-
quenet ef al, 2001). In vitro transcripts containing the
epd-pgk sequence from position +701 to +1500 (Fig. 7A
and Fig. S1) and the pgk-fbaA sequence from position
+2265 to +2626 (Fig. BA and Fig. S2), respectively, were
subjected to chemical modifications and enzymatic diges-
tions in conditions preserving the RNA secondary struc-
ture (Mougin etal, 1996; Jacquenet et al, 2001). The
positions of modifications and cleavages were identified
by primer extension analysis using the O-GB11, O-PGK,
0-GB12, O-GB13 and O-FBA oligonucleotides (Fig. 1A
and Table S1). The identified cleavage sites were used to
settle constraints in a Mfold search for RNA secondary
structure. A unigue structure in accord with all the exper-
imental data was established for the epd-pgk region
extending from position +954 to +1221 (Fig. 7B). In con-
trast, two alternatives structures were compatible with the

Fig. 7. Secondary structure analysis of the epd-pgk RNA region from position +950 to +1200.

A. The experimental analysis of the secondary structure of the epd-pgk region from position +950 to +1140 using chemical and enzymatic probes
is shown. The f,.... RNA produced by in vitro transcription was subjected to chemical modifications with DMS (1 pl of a 25% (v/v) DMS—ethanol)
and CMCT (1680 pg) and enzymatic cleavages by RNases T1 (2.5 U) and V1 (0.1 U), using conditions described in the Experimental procedures.
Positions of cleavages and modifications were identified by extension of primers O-PGK and O-GB11 with RT, followed by electrophoresis on
sequencing gels in parallel with sequencing ladders obtained with the same oligonucleotides. The identity of the primer used is indicated below
each autoradiogram. Positions of nucleotides in the epd-pgk sequence and of RNase E cleavage siles are given on the right sides of the
autoradiograms. Positions of the identified SL1, SL2, SL3 and SL4 stem-loop structures (B) are indicated on the left sides of the autoradiograms.
The identity of the chemical and enzymatic probes used is given above the lanes. Analyses of the region from position +1140 to +1203 are shown
in the Supplementary material.

B. Schematic representation of the data shown in A and 1B in the Supplementary material on the secondary structure model proposed for the
epd-pgk region extending from position +950 to +1185. The results shown in A and in the Supplementary material were used to propose a
secondary structure model using the Mfold software. Cleavages of phosphodiester bonds are indicated by arrows surmounted of circles (RNase
T1) or squares (RNase V1). As indicated in the inset, the numbers and colours of circles and squares indicate the yields of cleavages. Residues
maodified by DMS or CMCT are circled and the colour of circles indicate the yields of modifications (see the inset). The free energies at 37°C in
1 M NaCl of SL1 to SL5 stem-loop structures were estimated using the Mfold software. The positions of the pgk 2, 3, 4, 5 and 6 RNase E cleavage
sites are marked by blue vertical arrows. The pgk P1 transcription start site is shown by a bent arrow. The stop codon of the epd ORF is boxed
in blue.

C. Conservation of the possibility to form the SL1, SL2 and SL3 stem-loop structures in the epd ORFs of Salmonella and Yersinia species. The
EMBL database numbers of the sequences used are: NC_000913 (E. coli K12), NC_004631 (Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhi
Ty2), NC_004337 (Shigella flexneri 2a str. 301) NC_003197 (Salmonella typhimurium LT2), NC_004088 ( Yersinia pestis KIM) and NC_006155
( Yersinia pseudotuberculosis |P 32953). Base substitutions as compared with E. coli are indicated by red nucleotides. The free energies were
estimated using the Mfold software.
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Fig. 8. Secondary structure analysis of the pgk-fbaA mRNA region extending from position +2300 to +2600.

A. The experimental analysis of the secondary structure of the pgk-fbaA region from position +2300 to +2348 using chemical and enzymatic
probes is shown. The analysis of the remaining part of the RNA region is given in the Supplementary material. The f.u.mes RNA (+2265 to +2626)
(Fig. 1) produced by in vitro transcription was subjected to enzymatic digestion (T1, T2 and V1 RNases) and chemical modifications [DMS, CMCT,
kethoxal (Ke)] using for each probe, the two reagent concentrations given in the Experimental procedures. The positions of cleavages and
modifications were identified by extension of primer O-GB14 by RT, followed by electrophoresis on sequencing gels, in parallel with sequencing
ladders obtained with the same oligonucleotides. The increasing probe concentrations are represented by triangles. Lanes U, G, C, A correspond
to sequencing ladders. Positions of nucleotides in the pgk-fbaA sequence are given on the right sides of the autoradiograms. The identified stem-
loop structures (B) are indicated on the left sides of the autoradiograms. The pgk stop codon and fbaA start codon are also shown on the right side.
B. Schematic representation of the probing data, illustrated in A and shown in the Supplementary material on the secondary structure model
proposed for the pgk-fbaA region +2285 to +2600. The same rules as in Fig. 7(B) are utilized for representation of chemical modifications and
phosphodiester bonds cleavages (see the insert). Cleavage by the T2 RMase thal was not used in the experiment illustrated in Fig. 7(B) are
shown by arrows surmounted by triangles. The fbaA 5 series of sites and fbaA 2 site are shown by blue arrows. The pgk stop codon is boxed in blue.
C. Conservation of the possibility to form the stem-loop structure SL6, 7 and 8 in Salmonella and Yersinia species. The EMBL database numbers
of nucleotide sequences used are the following: NC_000913 (E. coli K12), NC_004631 (Salmonella enterica ssp. enterica serovar Typhi Ty2),
NC_003197 (Salmonella typhimurium LT2), NC_004088 ( Yersinia pestis KIM) and NC_006155 ( Yersinia pseudotuberculosis IP 32953). Base

substitutions as compared with E. coli are indicated by red nucleotides. The free energies were estimated using the Mfold software.

experimental data obtained for the pgk-fbaA region
extending from position +2285 to +2400. To choose
among them, we performed a phylogenetic analysis in y-
proteobacteria. Indeed, functionally important secondary
structures in RNAs were found to be conserved through-
out evolution by the occurrence of compensatory base
substitutions (Branlant et al., 1981; Mougin et al., 1996).
First, we looked for species that contain an epd ORF
upstream of the pgk ORF. To this end, we took into con-
sideration the described signature of E4PDH, namely the
presence of E32, M179, Y187, C311 residues and the
VDTKL sequence around residue T208 (Boschi-Muller
et al., 1997, Fillinger et al., 2000). An epd gene located
upstream of the pgk gene was found in Erwinia caroto-
vora, S. typhimurium, Salmonella enterica serovar typhi,
Shigella flexneri, Y. pestis and Yersinia pseudotuberculo-
sis. We aligned the corresponding epd-pgk-fbaA
sequences with that of E. coli. Then, for each species, we
looked for the possibility to form the secondary structures
established for E. coli. As shown in Fig.7B and C and
Fig. S1B, the three stem-loop structures found in the E.
coli+954 to +1081 region can be formed with the Erwinia,
Salmonella, Shigella and Yersinia RNAs. Taking into
account the large number of base substitutions, this
observation is a strong argument in favour of a biological
significance of the proposed structure. In this structure,
the RNase E cleavage site pgk 2 is present in a single-
stranded sequence that fits perfectly to the consensus
sequence of the E. coli RNase E cleavage sites. This
sequence is flanked by two conserved stable stem-loop
structures (—12.5 and 22.4 kcal mol™') (Fig. 7B and C and
Fig. S1B). The nucleotide sequence and secondary struc-
ture of the epd-pgk region containing sites pgk 3, 4, 5 and
6 are not phylogenetically conserved. Compared with site
pgk 2, the hairpins flanking sites pgk 3, 4 and 5 are less
stable and are more distant from the cleaved bond. Thus,
only the upstream pgk 2 site has the hallmarks of the
efficiently cleaved RNase E sites. Only one of the two
secondary structures possible for the +2288 to +2393 pgk-
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fbaA segment of E. coli can be formed with the corre-
sponding RNA region of Salmonella and Yersinia species
(Fig. 8C). In this structure, the fbaA 5 series of sites is
located in a single-stranded sequence that fits perfectly to
the consensus sequence of the E. coli RNase E sites. This
segment is flanked by two stable hairpin structures (-9.7
and -18.9 kcal mol™') (Fig.8B and C). Site fbaA 2 is
located in a variable region and as will be discussed
below, this site does not fit all the criteria needed to be
efficiently cleaved. Hence, in the two regions of the epd-
pgk-fbaA transcripts, which are cleaved by RNase E, the
upstream cleavage site is optimized and phylogenetically
conserved, the downstream sites are located in variable
regions and are not optimized.

Discussion

The E. coli pgk and fbaA ORFs are cotranscriptionally
expressed

Here, we show that the pgk and fbaA genes, which are
among the more highly expressed genes in E. coli (Peng
and Shimizu, 2003), are cotranscriptionally expressed by
utilization of two transcriptional promoters, epd PO and
pgk P1. The newly identified pgk P1 promoter belongs to
the class of extended -10 promoters without characteristic
-35 sequence (Keilty and Rosenberg, 1987). Promoters
of this class are more easily accommodated in the ORF
sequences and are expected to ensure the basal expres-
sion of genes independently of the growth conditions.
Utilization of promoter of the extended -10 class for
expression of genes coding for glycolytic enzymes is
rather frequent: in addition to the pgk and fbaA genes, the
gapA (GAPDH) (Thouvenot et al., 2004), pfkB (phospho-
fructokinase) (Mitchell etal, 2003), ppsA (Phosphoe-
nolpyruvate synthase) (Negre etal, 1998) and pckA
(phosphoenolpyruvate carboxykinase) (Prost and Coz-
zone, 1999) genes are also under the control of promoters
with an extended -10 box. Our data show that promoter
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epd PO is required to get a strong production of both PGK
and FBA in the presence of glucose in the medium.
Through its regulation by the Cra protein, promoter epd
PO is also expected to be modulated by the metabolic flux
during both glycolysis and gluconeogenesis (Ramseier
et al., 1995; Saier and Ramseier, 1996). These important
roles of promoter epd PO probably explain its conservation
upstream of the epd ORF, which is poorly expressed.

Several parameters contribute to the low epd expression

Our data show that the low epd expression is due to both
a low translational efficiency and RNase E cleavages.
Translation efficiency in bacteria depends upon codon
usage and efficiency of the TIR (Ma et al., 2002). Whereas
the pgk and fbaA ORFs only contain codons correspond-
ing to highly abundant tRNAs in E. coli (Karlin et al.,
2001), the epd ORF contains nine codons corresponding
to minor tRNAs. They are spread all over the ORF. How-
ever, an arginine AGG codon, corresponding to a very rare
tRNA in E. coliis located immediately upstream of the TAA
terminator codon (Fig. 4D). This is a very unfavourable
position, recently found to lead to mRNA cleavage by a
yet unidentified mechanism (Sunohara et al., 2004). As in
addition, our data reveal a very low efficiency of the epd
TIR, both codon usage and the poor TIR efficiency should
contribute to the low translational efficiency of the epd
ORF. The short distance between the RBS and AUG ini-
tiation codon is in part responsible for the poor TIR effi-
ciency and this short distance is strongly conserved in epd
ORF (Fig. 9). Increasing this distance from 4 to 8 nts in
the epd-pgk context increased E4PDH production by a
factor of 2 (Table 4). As expected based on the higher
stability of the lacZ ORF compared with the epd ORF, the
same mutation increased the translation efficiency of the
epd-lacZ translational fusion by a factor of 10 in

3 'AUUCCUCCA 5"

ARNr 16S anti-RBS

RBS [+] -
E. carotovora (5/5)
E. coli K12 (2/5)
S. enterica Typhi (4/5)
5. typhimurium (4/5)
5. flexneri (2/5)
Y. pestis AGGGAG E (4/5)
Y. pseudotuberculosis 5'GCAGGGAGUCACHE3'  (4/5)

odistance
» aligned distance

Fig. 9. The short distance between the RBS and AUG initiation
codon of the epd TIR is conserved in Erwinia, Escherichia, Salmo-
nella and Yersinia genera. The EMBL database numbers of the
sequences used are the same as in Fig. 7. Residues complementary
to the anti-RBS sequence of 16S rRNA are boxed in grey. The initiator
AUG is shown in dark grey. The distance and aligned distance
between the RBS and initiator AUG, as defined by (Ma et al,, 2002),
are given on the right side of the panel respectively.

monolysogenic cells (Table 3). We noticed a strong
difference of [-galactosidase activities between
monolysogenic cells containing the transcriptional or
translational fusions, compared with transformed cells
(factor of 150, against a factor of 10 respectively). This
difference may be due to a translational repressor, that is
titrated in transformed cells. Further experiments are
needed to test this hypothesis. The very low level of epd
translation is also evidenced by the finding of nearly iden-
tical patterns of RNase E cleavage in vivo and in vitro
(Fig. 6C). Due to their limited number, the ribosome trans-
lating the epd ORF do not protect the transcript against
RNase E in vivo.

RNase E plays a critical role in the epd-pgk-ibaA and
pak-fbaA ANA segmentation

Among the four E. coli RNAses (E, G, Il and P) that are
involved in transcript segmentation and mRNA decay (for
review: Grunberg-Manago, 1999; Wachi and Nagai, 2001;
Li and Altman, 2003), RNase E plays a key role in seg-
mentation of the epd-pgk-fbaA, epd-pgk and pgk-fbaA
transcripts. RNase E is a single-stranded specific RNase,
that acts within A and/or U rich segments (Ehretsmann
et al., 1992; Kaberdin, 2003) and cleaves RNAs with a &’
monophosphate group in preference to RNAs which are
triphosphorylated at their 5-end (Mackie, 1998; Jiang and
Belasco, 2004). In spite of this specificity, mRNA with 5™
triphosphate can be cleaved at internal (or eclopic) sites
(Marchand et al, 2001; Baker and Mackie, 2003). It is
known that the RNase E catalytic activity depends both
on the sequence and the 2D structure of the target RNA
target (Mackie, 1998; Kaberdin, 2003). Nevertheless, the
structural differences between the RNase E ectopic sites
and conventional sites have not yet been defined. Site pgk
2 in the epd ORF, which may be an ectopic site, has all
the characteristic features needed to be efficiently
cleaved: it is located in a 9 nt long single-stranded A/U
rich segment, flanked by two stable stem-loop
structures (12.5 kcal mol™' and 22.4 kcal mol™, respec-
tively, Fig. 7B), and it is located 2 nts downstream from a
G residue (Fig. 7B). The presence of a G residue 1 or
2 nts upstream of the scissile bond has a strong impor-
tance for RNase E activity (Kaberdin, 2003; Redko et al.,
2003). The presence of the 5" and/or 3’ stem-loop struc-
tures are expected to mediate association of RNase E
with its substrate through an interaction with the ARRBD
C-terminal domain of RNase E (Kaberdin et al., 2000) and
to influence the rate of cleavage (for review, Grunberg-
Manago, 1999). Interestingly, the characteristic features of
the pgk 2 site are conserved in other enterobacteria gen-
era: Erwinia, Shigella, Salmonella and Yersinia (Fig. 7B
and C and Fig. S1B). In contrast, the downstream pgk 3,
4, 5 and 6 sites are contained in a less conserved RNA
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Fig. 10. Transcriptional organization and maturation processes of the
E. coli epd-pgk-fbaA operon. The epd-pgk-fbaA E. coli DNA region is
shown. The four transcripts produced are drawn below. The RNase
E cleavage sites are represented by scissors. The strong pgk 2 and
fbaA 5 RMase E sites are in dark. The numbers of ribosomes drawn
on the ORFs reflect the TIR efficiency.

region. They are all located in A/U rich single-stranded
regions. However, the flanking stem-loop structures are
less stable compared with site pgk 2. In addition, no G
residue is located 1 or 2 nits upstream of the pgk 5 scissile
bond (Fig. 7B). We found that the pgk P1 transcripts that
contain the six RNase E sites is poorly cleaved by RNase
E. This may be due to the truncation of the 5" stem-loop
structure of site pgk 2 in this transcript (Fig. 7B). This
suggests that the structural integrity of site pgk 2 is
required for cleavage of the epd ORF and epd-pgk inter-
ORF region by RNase E.

Our current model to explain the present data (Fig. 10)
is the following: the pgk 2 entry site in the epd ORF is
efficiently used because of the low epd translation effi-
ciency. After cleavage at site pgk 2, the released 3’ prod-
ucts have a 5 monophosphate, which is favourable for
further cleavages by RNase E at sites pgk 3-6, in spite
of the degeneracy of these sites. We assume that the
ribosomes translating the pgk ORF constitute a barrier
limiting the RNase E action to the epd ORF and epd-pgk
inter-ORF region. Due to the low translational efficiency
of the epd ORF, the 5" products released by cleavage at
site pgk 2 are likely rapidly degraded by action of the
degradosome.

The fbaA 6 series of RNase E sites may also include
an ectopic RNase E site. Indeed, they occur in an A/U
rich single-stranded segment containing a G residue, that
is flanked by two stable stem-loop structures
(9.7 kcalmol’ and 189 kcal mol”,  respectively)
(Fig. 8B), and these structural features are conserved in
other enterobacteria (Salmonella, Yersinia) (Fig. 8C). The
fbaA 2 site is also located in an A/U rich single-stranded
segment flanked by two stem-loop structures. However,
no G residue is present in the single-stranded segment
(Fig. 8B), and the sequence and 2D structure of this RNA
region is not conserved in other enterobacteria. Taken
together, our data suggest that two conserved ectopic
RNase E sites are present in the epd-pgk-fbaA tran-
scripts (Fig. 10) and that RNase E ectopic sites carry all

© 2005 Blackwell Publishing Ltd, Molecular Microbiology, 57, 1265~1287
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the structural features required for an optimal cleavage
by RNase E.

Segmentation of the epd-pgk-fbaA, epd-pgk and pgk-fbaA
transcripts is probably involved in the differential
expression of the three ORFs

The occurrence of processing events leading to the pro-
duction of individual pgk mRNAs was also found in bac-
teria containing a gapA-pgk tandem instead of an epd-pgk
tandem. The RNase(s) involved in the cleavage processes
were not identified. However, these cleavages were pro-
posed to be a mechanism for the differential expression
of the ORFs. For instance, in Z. mobilis, cleavage into
individual gapA and pgk mRNAs of the gapA-pgk tran-
script leads to highly stable gapA mRNAs and less stable
pgk mRNAs (Burchhardt et al,, 1993). In L. delbrueckii,
individual gapA and pgk mRNAs were proposed to be
generated by cleavage of the gapA-pgk-tpi transcript and
here also, the individual gapA mRNA are more stable than
the pgk mRNAs (Branny et al., 1998). More recently, the
complex transcriptional organization for the gapA-pgk-tpi-
pgm-eno ORF cluster of B. subtilis was elucidated (Lud-
wig et al,, 2001) and a segmentation process was also
detected. It appeared that combination of transcriptional
regulation and RNA segmentation allow the adaptation of
gene expression to variations of the environmental condi-
tions in this species (Doan and Aymerich, 2003).

In E. coli, taking into account the location of the identi-
fied RNase E sites, RNase E is likely involved in both epd
and pgk mRNA decay. Indeed, the fbaA 5 sites are
located within or very close to the pgk UAA stop codon,
so that the released pgk individual mRNAs are not
expected to be stable. We assume that only the individual
pgk mRNAs produced by transcription termination at the
pgk terminator are stable. By rifampicin addition in a cul-
ture of pEPF-transformed cells grown in LB, we esti-
mated the half-life of the individual pgk and fbaA mRNAs
to 4 and 6 min respectively (not shown). The stronger
stability of individual fbaA mRNAs is likely explained by
the presence of stable stem-loop structures at their two
extremities. Indeed, cleavages at sites fbaA 5 or fbaA 2
both release a 3’ product with a stable 5" stem-loop
structure (Fig. 8B). In addition, the fbaA ORF is followed
by Repeated Extragenic Palindromic sequences (REP) of
the BIME 2 class (Bachellier et al, 1999), that forms
three successive putative rho-independent terminators
(Alefounder and Perham, 1989) and a rho-dependent ter-
minator (Espeli et al., 2001). These structures likely con-
stitute a barrier against exonuclease action (Bachellier
et al,, 1999). Hence, as already found for other polycis-
tronic transcripts (Selinger et al., 2003), the downstream
ORF in the epd-pgk-fbaA triplet is the most stable of the
three ORFs.
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In conclusion, we propose that upon conversion of the
gapA ORF into an epd ORF, the characteristic features of
the ancestral promoter upstream of gapA was conserved
due to its high functional importance. Consequently, the
codon usage and TIR sequence of the generated epd
gene were adapted to the low requirement of E4PDH and
an RNase E entry site was selected inside the ORF. In
addition, other RNase E sites in the pgk-fbaA inter-ORF
region are used for the differential expression of these two
ORFs. Our structural analysis also brings important infor-
mation on the structure of RNase E ectopic sites.

Experimental procedures
Bacterial strains, media and growth conditions

The genotypes of the various strains used in this study are
given in Table 2. The untransformed and transformed E. coli
TG1 strain was grown aerobically at 37°C in the minimal M63
medium supplemented with 10 pg mi™' thiamine, 0.1% (wt/
vol) Casamino Acids and 0.3 mM ZnCl, [required for activity
of the overproduced class Il FBA (Berry and Marshall, 1993)],
and either 0.4% (wt/vol) glucose or 0.4% (wt/vol) pyruvate.
The isogenic strains IBPC602 (WT) and IBPC600 (rnc105),
N3433 (WT) and IBPC935(rng::CmA), and MG1693 (WT)
and SK5665 (RNase E®), used for RNase Ill, RNase G and
RNase E assays, respectively, were grown at 30°C in LB, in
the presence of 50 pg mi™" thymine. For RNase E and RNase
G assays, when the Ay reached a value of 0.5, half of the
culture was incubated at 42°C, while the other half was kept
at 30°C. Samples of each culture were collected after a
15 min incubation and total RNA was prepared. The E. coli
IBPC5321 and IBPC6311 strains, used for A phage DNA
recombination and production, respectively, were grown in LB
medium supplemented with 0.01 M MgSO,, and 0.2% mal-
tose. Ampicillin (100 pg mi™') was added for growth of all the
E. coli transformed cells. Growth was monitored by measur-
ing the absorbance at 600 nm (Agqo).

Construction of plasmids for the study of the epd, pgk and
fbaA ORF expression

Standard methods of molecular biology were used for plas-
mid constructions (Sambrook et al,, 1989). The pBluescript
derivatives, pEP (previously named pPBK100), pL-EP (pre-
viously named pPBK500) and pAPO-EP (previously named
pBK200) (Fig. 1A), that contain the epd and pgk ORFs, with
or without the epd PO promoter were previously described
(Charpentier etal, 1998). The previously described
M13mp9:PBK100 phage DNA and appropriate oligonucle-
otides (Table S1) were used to perform site-directed
mutageneses by the method of Kramer (Kramer et al., 1984).

To built plasmids pEPF and pAPO-EPF containing the three
epd, pgk and fbaA ORFs, a 1.981 kb long DNA fragment,
containing the 3’ part of the pgk ORF, the fbaA ORF and the
5’ part of the mscS (mechanosensitive channels MscS) ORF,
was amplified by PCR using the E. coli TG1 genome as the
matrix and the O-GB7 and O-MSCS primers (Fig. 1A,
Table S1). After digestion with BamHI, the amplified DNA

fragment was cloned between the EcoRV and BamHlI sites
of plasmids pEP and pAPO-EP. For production of plasmids
pmut-10P1-EP, pmutTGP1-EP and pAPO-mut-10P1-EP, the
2.7 kb Hindlll-BamHI fragment in phage M13mp9:PBK100
DNA was subjected to site-directed mutagenesis using oligo-
nucleotides O-mutTG or O-mut-10 and afterwards, was
cloned into plasmid pBluescript (SK)* (Stratagene). Plasmid
pAPO-mut-10P1-EPF was obtained by exchange of DNA
fragments between plasmids pAPO-EPF and pmut-10P1-EP.
To build plasmid pF containing the fbaA ORF under the
control of gapA promoter region, a 1.515 kb long DNA frag-
ment was amplified by PCR using plasmid pEPF as the
matrix and the O-GB15 and O-MSCS primers (Fig. 1A,
Table S1). After digestion with BamHI and Ndel, the amplified
DNA fragment was cloned between the Ndel and BamHI
sites of plasmid pBS::EcoGAPDH-mut62 (Charpentier,
1994). The construction of plasmid pE and the production
and purification of E4PDH were previously described (Bos-
chi-Muller et al., 1997).

Construction of transcriptional and translational fusions

Plasmids pRS415 and pRS414, that contain the lacZ ORF
with or without the /acZ TIR, were used as recipient plasmids
(Simons et al,, 1987). To prepare an E. coli DNA fragment
containing the epd TIR, a BamHlI restriction site was created
between positions +183 to +188 in the epd ORF by site-
directed mutagenesis of the phage M13mp9:PBK100 DNA
(mutant phage M13mp9:PBK100BamH]). Substitutions of the
+58 to +86 epd TIR sequence for the GTCGAC sequence
(variant 35) and of the epd TIR sequence from position +130
to +132 for an AAATAAA sequence (variant 408) (Fig. 1B),
were made in M13mp9:PBK100BamHI phage DNA, using
oligonucleotides O-mut35 and O-mut408 respectively. The
Hindlll-BamHI DNA fragment from the WT and mutated
phage DNAs were inserted into the recipient plasmids
together with the Mfel-Hindlll fragment from plasmid pL-EP.
The resulting pRS415 plasmid derivatives containing the WT,
mut35 or mutd408 transcriptional fusions were denoted
pVBOF2, pVBOFv35 and pVBOFv408 respectively. Similarly,
plasmid pRS414 derivatives, containing the WT and mutated
translational fusions were denoted pVBGF2, pVBGF2v35
and pVBGF2v408 respectively. To create plasmids pmut35-
L-EP and pmut408-L-EP, the 2.7 kb Hindlll-BamHI fragments
of the mutated phage DNAs, were inserted between the
Hindlll and BamHl| sites of plasmid pL-EP.

The translational and transcriptional fusions obtained with
the WT or mutated epd genes were transferred into phage
ARS45 DNA, by homologous recombination using E. coli
IBPC5321 cells and a previously described procedure
(Simons et al., 1987). Monolysogenic E. coli TG1 cells were
screened by the PCR method (Powell et al., 1994). A detailed
description of all the constructs made in this study can be
obtained upon request.

Plasmid copy number estimation

The plasmid copy number of the cells was estimated by
extraction of the DNA contained in a defined number of cells
(about 1.5 x 10° cells, corresponding to 15 Agy), followed by
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agarose gel electrophoresis and quantification of the ethid-
jum bromid fluorescence using a Gel-Doc1000 Bio-Rad
apparatus and the Molecular Analysis software (Bio-Rad).
The copy number of plasmid pEPF was taken as the
reference.

RNA isolation

Total RNA was extracted from 30 ml of a cell culture har-
vested at an Agy of about 0.5, by two hot phenol extractions
(Aiba et al., 1981), followed by two chloroform extractions and
one ethanol precipitation. The RNA pellet was washed in 70%
ethanol and dissolved in 70 pl of sterile MilliQ water. Before
freezing at -80°C, the RNA concentration was estimated by
Azgo measurement.

Northern blot analysis

On the basis of the estimated cellular plasmid copy number,
5-9 ug of total RNA extracted from transformed E. coli
TG1 cells were fractionated on a 0.8% (wt/vol) agarose-
formaldehyde gel containing 0.5 pgml™ BrEt (Sambrook
et al, 1989). The 16S and 23S rRNAs from the total RNA
mixture was used as molecular markers. The fractionated
RNAs were transferred on a Biodyne B transfer membrane
(0.45 um, Pall) in 20x SSC [3 M NaCl, 3 M sodium acetate,
(pH 7.0)], and were fixed by UV cross-linking for 5 min. Pre-
hybridization and hybridization with the 5%-end-labelled
oligonucleotide O-EPD, O-PGK or O-FBA (Fig.1A and
Table S1) were performed at 42°C in 6x SSC solution, con-
taining 0.1% SDS, 5x Denhardt's reagent, 5 mM EDTA and
10pugmi™" of sonicated and denatured calf thymus DNA
(Sambrook et al., 1989). Hybridizations were performed with
100 ng of 5™-end-labelled oligonucleotide in 10 ml of hybrid-
ization buffer. For probe labelling, 100 ng of oligonucleotide
were incubated with [*%-P]ATP and T4 polynucleotide kinase,
according to Charpentier et al. (1998). After hybridization and
before autoradiography, filters were washed in 6x SSC buffer
containing 0.1% SDS, once for 2 min at room temperature,
then twice for 15 min at 42°C, and once again for 2 min at
room temperature.

Northern blot analysis of total RNA from untransformed
cells were performed in the same conditions as described
above except that 30 pg of total RNA were used and instead
of 5”-end-labelled oligonucleotide probes, we used uniformly
labelled amplified PCR DNA fragments. For amplification,
plasmid pEPF was used as the matrix, and the oligonucle-
otide pairs O-GB16, 0-GB17; 0-GB18, 0O-GB19 and O-
GB20, O-GB21 (Table S1) were used as primers to get the
epd-, pgk- and fbaA-specific probes respectively. Amplifica-
tion was performed in the presence of dATP, dGTP and dTTP
at 0.2 mM concentrations, dCTP at a 8 pM concentration and
1 pl [«-*2P] dCTP at 3000 Ci mmole™.

Primer extension analysis

Primer extension analyses were performed with 5 ng of 5'-
end-labelled oligonucleotide and 5 pug of total RNAs extracted
from transformed cells or 20 pg of total RNAs extracted from
untransformed cells, using conditions previously described
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(Charpentier et al., 1998). The resulting cDNAs were fraction-
ated on a 6% sequencing gel, in parallel with the products of
dideoxy-sequencing reactions obtained with the same primer.

S1 mapping experiments

The 5-end-labelled probe (Fig. 1A) used for analysis of pgk
mRNA extremities was amplified by PCR, by using a cold O-
GB1 primer and a 5”-end-labelled O-PGK primer (Table S1).
It was purified on a 0.8% (wt/vol) agarose gel made up in
TBE buffer (Sambrook et al., 1989). About 1.5 x 10° cpm of
the probe were annealed with 5 ug of total RNA extracted
from TG1 cells transformed with plasmid pEP or 30 pug of total
RNA extracted from untransformed cells. The S1 nuclease
treatment was performed according to Sambrook (Sambrook
et al., 1989). The resistant DNA fragments were fractionated
on a 6% sequencing gel and compared with the products of
a sequencing reaction.

In vitro transcription

Two DNA fragments containing a T7 promoter were PCR
amplified by using the primer pair O-GB9 and O-GB10 or O-
GB8 and O-FBA respectively (Fig. 1A and Table S1). They
were then, respectively, used as the matrix for in vitro tran-
scription of RNA {0 and fgmas by T7 RNA polymerase.
The transcription conditions were as previously described
(Mougin et al., 1996). The RNA transcripts were dissolved in
milliQ water and their concentrations were estimated by Az,
measurement.

In vitro maturation by RNase E

We used a degradosome fraction from the E. coli SK5665
(RNase E®) strain generously provided by A. J. Carpousis
and prepared according to Carpousis et al. (1994). After a 1/
32 (v/v) dilution in 500 mM NaCl, 5% glycerol, 0.5% Triton X-
100, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) buffer,
degradosome fractions were incubated for 10 min at 30°C or
45°C (for thermal inactivation) and 2 pl of the incubated prep-
arations were used to digest 0.8 pmol of f,.y.u transcript in
the conditions previously described (Hajnsdorf et al., 1994).
The digestion products were analysed by extension of oligo-
nucleotide O-PGK with RT.

RNA secondary structure analysis

Chemical modifications and enzymatic digestion of RNA
were all performed on about 100 ng of cold faqp OF fogkmar
transcript, in the presence of 2 pg of yeast tRNA mixture
(Roche Diagnostics) and 10 mM Mg® (Mougin et al., 1996).
For enzymatic digestion with V1, T1 or T2 RNase, the RNA
was preincubated for 5 min at 65°C in 50 pl of a 100 mM KClI,
10 mM MgCl, 10 mM Tris—HCI (pH 7.5) solution. After slow
cooling at 20°C, the RNA was incubated for 10 min at 20°C
in the presence of T1 RNase (Roche Diagnostics) 1.25 or
25U, T2 RNase (Gibco BRL) 2.4 or 4.8 U or V1 RNase
(prepared from Naja oxiana venom) 0.05, 0.10 U. V1 RNase
action was stopped by addition of 100 mM EDTA, T1 and T2
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RNase digestions were stopped by adding 20 pg of tRNA.
The digestion products were phenol-extracted and ethanol
precipitated. For chemical modification with dimethylsulphate
(DMS), 1-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)-carbodiimide-metho-
p-toluene sulphonate (CMCT) and kethoxal, the RNA was
preincubated for 5 min at 65°C in 50 pl of a 100 mM KCI,
10 mM MgCl,, 500 mM sodium cacodylate (pH 7.5) solution
(DMS and kethoxal) or 50 pl of a 100 mM KCI, 10 mM MgCl,,
50 mM sodium borate (pH 8) solution (CMCT). After slow
cooling at 20°C, incubation was at 20°C for 6 min in the
presence of DMS [0.5 or 1 ul of a 25% (v/v) DMS—ethanol]
or 10 min in the presence of kethoxal (74 or 185 pug) or CMCT
(840 or 1680 pg). DMS, CMCT and kethoxal reactions were
stopped as previously described (Marmier-Gourrier et al.,
2003). RNA was ethanol precipitated, then dissolved in 4 pl
of distilled water. Positions of chemical modifications and
enzymatic cleavages were identified by primer extension
analysis on 1 pl of RNA solution, performed as previously
described (Mougin et al, 1996), using the 5"-end-labelled
oligonucleotides O-PGK and O-GB11 for the f,y. BNA and
0-GB12, O-FBA, O-GB13 and O-GB14 for the fg.s.s RNA.

RNA secondary structure prediction

Predictions of RNA secondary structure were made with the
Miold software (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/
old/rna/form1.cgi) by Zuker (2003). The results of the exper-
imental analysis were introduced as constraints in the com-
puter search. The free energies at 37°C in 1 M NaCl of the
proposed stem-loop structures were estimated using the
Mfold software.

The GenBank accession numbers of sequences used in
the comparative phylogenetic analysis are NC_000913 (E.
coli K12), NC_004547 (E. carotovora ssp. atroseptica
SCRI1043), NC_004337 (S. flexneri 2a str. 301), NC_004631
(S. enterica ssp. enterica serovar Typhi Ty2), NC_003197 (S.
typhimurium LT2), NC_004088 (Y. pestis KIM) and
NC_006155 (Y. pseudotuberculosis IP 32953).

Enzymatic-specific activity measurements

For measurements of the PGK and FBA activities, 30 ml
fractions of cell cultures, that reached an Agy of 0.5 (about
1.5 x 10° cells) were centrifuged. The cell pellet was washed
and sonicated in 3 ml of 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) buffer, as
previously described (Charpentier et al,, 1998). The PGK and
FBA activities were measured by their coupling with the Bacil-
lus stearothermophilus GAPDH activity. For PGK activity
measurement, NADH disappearance was followed as previ-
ously described (Charpentier et al., 1998). The specific activ-
ity was expressed in pmol NADH/min/Aso/Asee. For class |l
FBA-specific activity determination, we used a protocol
adapted from the one of Christian ef al. (Christian, 1955):
500 pl of a 2 mM fructose-1,6-bisphosphate (Sigma), 2 mM
NAD’, 17 mM Na arsenate, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) solution,
containing 0.2 Az, mi™" of B. stearothermophilus GAPDH,
was preincubated 5 min at 30°C and an aliquot of the cell
sonication soluble fraction (2-20 pl) was added. The NADH
appearance was followed at 340 nm. The FBA activity was
expressed in pmol NADH/min/Agzy/Ase. To compare the

expressions of the pgk and fbaA ORFs from plasmid pEPF,
pAPO-EPF and pAPO-mut-10P1-EPF, the PGK and FBA
activities measured for cells transformed with these two latter
plasmids were multiplied by the ratio of the plasmid copy
number in pEPF-transformed cells versus that in pAPO-EPF
and pAPO-mut-10P1-EPF-transformed cells respectively.

E4PDH activity was measured in the stationary phase of
growth on a volume of cell culture corresponding to 60 Agg.
The cell pellet was washed and sonicated in 3 ml of 2 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) buffer and E4PDH-specific
activity was measured as described (Boschi-Muller et al.,
1997). The PGK-specific activities of the samples were also
determined, using the same conditions as above.

For measurement of the B-galactosidase-specific activity,
the E. coliTG1 cells, transformed with the different epd-lacZ
plasmid constructs, or lysogenic TG1 cells were harvested at
Agoo of both 0.2 and 0.4 Units. The B-galactosidase activity
was measured on toluene-lysed cells, as previously
described (Miller, 1972).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Complementary data on the structural analysis and phylogenetic comparison of the
epd-pgk RNA region from position +950 to +1200.

Panel A: Experimental analysis of the secondary structure of the segment extending from
position +1140 to +1203 using chemical (DMS and CMCT) and enzymatic (RNase V1 and
T1) probes. The legend is the same as in the Figure 7 panel A. The oligonucleotide O-PGK
was used as the primer for reverse transcription. The stem-loop structure 5 shown in Figure 7
Panel B is indicated on the left of the Panel. Nucleotide numbering and positions of the RNase
E cleavage sites pgk 4 to pgk 6 are indicated on the right of the figure, as well as, the epd
UAA stop codon.

Panel B: Conservation of the possibility to form the SL1, SL2 and SL3 stem-loop structures in
the epd ORF of Erwinia carotovora. The Erwinia carotovora subsp. astroseptica SCRI1043 is

numbered NC_004337 in the EMBL database. The legend is the same as in Figure 7, Panel B.

Figure 2: Complementary data on the structural analysis of the pgk-fbaAd intergenic region
from position 2330 to 2597.

Experimental analysis of the secondary structure of the segment extending from position
+1140 to +1203 using chemical (DMS and CMCT) and enzymatic (RNase V1, T1 and T2)
probes. The legend is the same as in the Figure 8 panel A. The oligonucleotide O-GBI12, O-
GB13 and O-FBA were used as the primers for reverse transcription. The stem-loop structures
7 to 10 shown in Figure 8 Panel B are indicated on the left of the Panels. Nucleotide
numbering and positions of the series of RNase E fbad 5 cleavage sites is indicated on the
right side of the autoradiograms, as well as, the pgk UAA stop codon and fba4 AUG initiation

codon.
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TABLE S1: Nucleotide sequence® of the oligonucleotide primers used in this study

Primers used for PCR amplification targeted sequences”
0O-GBI TGGAATAAAGCTTCCCACAA (-1oy - (-9
0-GB7 ATCGGTGATGCTTCCGCT (+2057) - (+2074)
0-GBg* TCTAATACGACTCACTATAGGGAAAATCTCCTACATCTCCAC (+2264) - (+2283)
O-GBY* TCTAATACGACTCACTATAGGGTTATTGATGCATACCATC (+701) - (+718)
0-GB10 CAACGCCGTCGAGGTAA (+1499) - (+1483)
0-GB15 GACATATGTCTAAGATTTTTGATTTCG (+2580) - (+2601)
0-MSCS!  CCCGCCGGCGGATCCGCAGCAGCGCCTGGTTA (+4089) - (+4073)
Primers used for site-directed mutageneses

O-mut-10 TCCGTATAGTCAGCTGTGCCATGAAATGCA (+971) - (+942)
O-mutTG AGTCAACTATACGTTGAAATGCACCT (+964) - (+939)
O-mutBamH1 ATACAAAGCAGGATCCACATTACG (+198) - (+175)
O-mut3s TTGCCAGACAGAGTAGTCGACCTGTCGCAAACTGCG (+101) - (+43)
O-mutd08  ACGCGTACGGTCATTTTATTTTCTCCTGCAAGGT (+146) - (+117)
Primers used for primer extension analyses and Northern blot analyses

O-EPD GCACGAACCACATTACG (+#191) - (+175)
O-PGK TCCCAGCAAGATCCAGATCG (+1241) - (+1222)
0-GBI1 GTGCGCCACTGACCCG (+1039) - (+1054)
O-FBA TCACCAGTGATTACGCCAG (+#2626) - (+2606)
0O-GBI12 CGTCGGGCCTTATACTCGTC (+2563) - (+2544)
0-GB13 GAGTATGAAAAATTGCGTGC (+2433) - (+2414)
0-GB14 GCCCTGTGATTTTTTACTTC (+2382) - (+2361)
0-GB16 CATGGCCGTTTTGCATGG (+292) - (+309)
0-GB17 GGGTTTGGGTGCCATCGACAAT (+1039) - (+1018)
0-GB18 GATTCACCAGGTCTGTAAT (+#1194) - (+1212)
0-GB19 TTACTTCTTAGCGCGCTCTT (+2365) - (+2346)
0-GB20 TTACAGAACGTCGATCGCG (+3659) - (3641)
0-GB21 ATGTCTAAGATTTTTGATTTCG (+#2580) - (+2601)

* The nucleotide sequence are written from 5’ to 3’. ® The positions of the extremities of the targeted DNA or
RNA sequences in the epd-pgk-fbad region are given taking the epd PO transcription start-site as position +1

(Fig. 1A). “ The T7 promoter sequences are shown in italic.
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Résultats-Discussion

Travaux complémentaires réalisés sur les régulations de

I'expression des opérons epd-pgk-fbaA

Au cours de cette étude, nous avons montré que, chez E. coli, les génes pgk et fbad sont
transcrits a partir des mémes promoteurs : le promoteur epd PO, fortement activé en présence de
glucose, et le promoteur étendu pgk P1. Le taux de production des transcrits epd-pgk-fbaA et epd-pgk a
partir du promoteur epd PO dépend des conditions de croissance, alors que le promoteur pgk P1 semble
assurer un taux basal de transcription des ORF pgk et fbad, quelques soient les conditions de
croissance. Ceci est a rapprocher de la situation observée pour I’opéron pts. En effet, les génes ptsH et
ptsl, codant les enzymes générales du systeme PTS, sont exprimés a partir du promoteur ptsH Pl
assurant une expression de base de ’opéron et d’un promoteur régulé en fonction des conditions de
croissance ptsH PO (voir Introduction, Partie E.I1.4.a).

Etant donné que I’ORF fbad d’E. coli est transcrite a partir des mémes promoteurs que ’'ORF
pgk et du fait de la présence d’un terminateur rho-indépendant potentiel pgk T1 localisé en aval de
I’ORF pgk, on devrait s’attendre a une plus faible transcription de I’'ORF fbad que de I’ORF pgk. Or,
les protéines PGK et FBA sont produites en quantité comparables chez E. coli qu’elle soit non
transformée (Peng et Shimizu, 2003) ou transformée par les constructions pEPF et pAP0O-EPF (Fig. 3 de
I’article 1). En complément du travail décrit dans I’article, nous nous sommes donc intéressés aux
mécanismes qui permettraient de compenser la plus faible transcription de I'ORF fbaA par rapport a
I’ORF pgk. Une différence marquée d’efficacité de traduction était peu vraisemblable, vue I'utilisation
optimale des codons dans chacune des 2 ORF et les caractéristiques canoniques des séquences TIR des
2 ORF (séquence GAGG et AGGA de 4 nts séparé de 7 et 8 nts en distance corrigée de ’AUG
initiateur). Une hypothése raisonnable pour expliquer la production de taux équivalent de PGK et de
FBA était une différence de stabilité des ARNm pgk par rapport aux ARNm fbaAd. Nous avons testé
cette hypothese.

I / Efude de la stabilité relative des ARNm monocistroniques pgk et
fbaA chez E. coli

Pour étudier la stabilité relative des ARNm pgk et fbaAd, nous avons utilisé la souche d’E. coli
SK5665 transformée par le plasmide pEPF et nous I’avons cultivée en milieu LB, a 30°C. En effet, V.
Bardey, N. Robas et B. Charpentier avaient montré précédemment que le promoteur epd PO est

faiblement utilisé en milieu LB. Dans ces conditions, la composition en ARNm était donc moins

119



A ) pEPF pEPF
Taille Taille

enph MT -1 01 2 4 7152030 min enph MT =1 0 1 2 4 7152030 min
2 e i
3000 | e - 3 000 i a4 =
2000 4 pgk-fbad +066 ! pgh-fbaA
1500 | & 1500 - }
1200 pek 1200 o __ fbaA
tom| # 1071 -‘._
S
| e
B
=100 $% = g = 100 15, = fhed
g M — pgk-fbad s + — pgk-fbad
w RN w e
2 O\\I\ 3 =
=10 - 10 ~
z R % N 4 !
(=4 N M =4
< NN < .
= \ ™ ~ = : *
-2 1 > -2 1 = e
-) [-)
0 5 10 15 20 25 30 min 0 5 10 15 20 25 30 min
C D
-1 0 +1 +2 +4 +6 +10 +20 min 0 +5 +10 +15 +30 min
2 : Sk e apA P3 & ” o > 15min
epd PO | 24l 2 min 8ap -
gapA P2 { > 15min
0-EFPD
pek Pl | A | 5min
pek2 4 min

Figure 62 : Détermination de la stabilité relative des transcrits pgk et fbaA chez E. coli.

A : Analyse de la durée de vie des transcrits pgk et fbaA par la méthode Northern-blot. La souche SK5665
transformée par le plasmide pEPF a €té cultivée en milicu LB en présence d'ampicilline a 30°C jusqu'en
milieu de phase exponentielle de croissance. La rifampicine a été ajoutée a la culture au temps 0, a une
concentration finale de 0,5 mg/ml. Les échantillons de 11 ml de culture ont été prélevés avant (-1 min) ou
apres l'ajout de la rifampicine. Les ARN totaux des différents échantillons ont été extraits, puis 15 pg
d'ARN ont été fractionnés en gel d'agarose-formaldéhyde 0,8 %. Un marqueur de taille d'ADN (100 bp
DNA Ladder plus mixture de MBI Fermentas) radiomarqué en 5' a été fractionné en paralléle. Les ARN
ont ensuite ¢été transférés sur une membrane de nylon, puis hybridés aux oligonucléotides radiomarqués
O-PGK et O-FBA.

B : Estimation de la demi-vie des transcrits. La radioactivité contenue dans les bandes des gels du panneau
A a été quantifiée a l'aide d'un Phosphorimager, et I'évolution du pourcentage d'ARN résiduel a été
représenté en fonction du temps.

C : Analyse par la méthode de transcription inverse de la stabilité des transcrits issus des promoteurs epd
PO et pgk P1 et du produit de maturation pgk 2. Les ARN issus de la culture bactérienne réalisée en A ont
¢té analysés par extension d'amorce avec la transcriptase inverse en utilisant les oligonucléotides
radiomarqués O-EPD et O-PGK. Les ADNc ont ensuite été séparés par électrophorése en gel de
polyacrylamide a 5 %.

D : Analyse par extension d'amorce de la stabilité des transcrits du géne gapA réalisée par la méme
approche par B. Thouvenot. Les cellules TG1 ont été cultivées en milieu LB a 30 °C jusqu'en milieu de
phase exponentielle, puis traitées a la rifampicine (0,2 mg/ml). Les échantillons ont été prélevés a
différents temps. Les ARN extraits des différents échantillons ont ensuite ¢été analysés par ¢longation
d'amorce a la transcriptase inverse avec l'oligonucléotide O-GAP radiomarqué.
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faiblement utilisé en milieu LB. Dans ces conditions, la composition en ARNm ¢tait donc moins
complexe du fait du faible taux de production des transcrits epd-pgk-fbaA et epd-pgk. Nous nous
attendions essentiellement a avoir des transcrits pgk-fbad et pgk et les produits de clivage des
transcrits pgk-fbad. La souche d’E. coli transformée a été cultivée jusqu’en milieu de phase
exponentielle de croissance (Agponm de 0,5). Nous avons ensuite ajouté de la rifampicine pour bloquer
la synthése de nouveaux ARN. Cet antibiotique bloque spécifiquement ’ARN polymérase
bactérienne, en se fixant au niveau de la sous-unité 3, a2 proximité du site catalytique (Campbell et al.,
2001). Il inhibe I’élongation des transcrits dés que leur longueur atteint deux a trois nucléotides. Dans
ces conditions, la concentration cellulaire des différents transcrits évolue au cours du temps
uniquement en fonction de leur vitesse de dégradation par les RNases, ce qui permet de calculer leur
demi-vie. Pour établir cette demi-vie, nous avons prélevé des échantillons a des temps définis aprés
I’ajout de rifampicine (temps 0). Les ARN de ces différents échantillons ont ensuite été analysés par
Northern-Blot, en utilisant comme sondes les oligonucléotidiques marqués O-PGK et O-FBA (Fig. 62,
A et B). La quantité de radioactivité correspondant a chaque transcrit a été déterminée a ’aide d’un
Phosphorimager (Amersham Biosciences), en utilisant le logiciel ImageQuant (version 5.2). La demi-
vie apparente déterminée pour le transcrit bicistronique pgk-fbad (de I’ordre de 4 minutes) était
similaire a celle déterminée pour le transcrit pgk, alors que la demi-vie apparente du transcrit fba4 était
trois fois plus importante, de I’ordre de 12 min. Les demi-vies des ARNm monocistronique fbad et
pgk sont dites apparentes car les transcrits monocistroniques pgk proviennent a la fois des transcrits
initiés au promoteur pgk P1 et se terminant au terminateur pgk T1 et des transcrits pgk-fbad clivés par
la RNase E dans la région intergénique. Les transcrits monocistroniques fbad résultent eux
uniquement du clivage du transcrit bicistronique pgk-fbaA. Nous avons alors déterminé la demi-vie
réelle du transcrit fbad en utilisant le modeéle mathématique proposé par Smolke et Keasling (2000).
Ainsi, nous avons :
dpgk-fbad] / dt = ~Kq peispas [pk-fbad] (1)
dlfbad] / dt = -(ka pgtpos [pgh-bad] - Kapas [fbad])  (2)

La concentration du transcrit bicistronique pgk-fbaA est représentée par [pgk-fbaA], celle du transcript
monocistronique fbaAd par [fbaAd]. Les constantes de vitesse de dégradation sont kq persmas pour le
transcrit bicistronique pgk-fbad et kq pas pour le transcript monocistronique fbaA. La résolution des

équations conduit a une évaluation de la demi-vie réelle du transcrit fba4 de 1’ordre de 6 minutes.

Cette plus forte stabilité des ARNm fbad monocistroniques par rapport aux ARNm pgk
monocistroniques peut s’expliquer par la présence d’éléments stabilisateurs tels que les structures tige-
boucle en amont et en aval de I’ARNm fbad. En effet, la structure secondaire que nous avons établie
en solution pour la région intergénique pgk-fbad montre que la région située entre le site de clivage

fbaA 2 et le codon d’initiation de la traduction de I’ORF fbaA se structure en tige-boucle (SL10, Fig.
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dépendant au niveau de la répétition de type BIME-1 (voir Introduction, Partie B.III). Dans tous les
cas, des éléments structurés sont présents en 3° de ’ARNm fbad et doivent aussi contribuer a sa
stabilité. Les transcrits pgk issus d’un arrét au site potenticl de terminaison de la transcription pgk T1
ont eux aussi une structure tige-boucle stable en 3’ et c’est eux qui doivent avoir une demi-vie
d’environ 4 min. Par contre, les ARNm monocistroniques pgk issus du clivage a la série de sites fbaA
5 sont vraisemblablement peu stables du fait de I’absence du codon de terminaison dans certains ou
d’une coupure proche de ce codon de terminaison (Fig. 8A de I’article 1).

En complément de I’analyse par Northern présentée dans la Figure 62, nous avons réalisé sur
les mémes échantillons d’ARN une étude par extension d’amorce en utilisant les oligonucléotides O-
EPD et O-PGK. Nous obtenons des résultats concordants pour les ARNm pgk avec des demi-vies de
respectivement 5 et 4 mi