N

N

Fonctions de nouveaux ARN non codant dans la
régulation de I’expression des génes chez Staphylococcus
aureus: adaptation a ’environnement et virulence
Cédric Romilly

» To cite this version:

Cédric Romilly. Fonctions de nouveaux ARN non codant dans la régulation de I’expression des génes
chez Staphylococcus aureus: adaptation a ’environnement et virulence. Biochimie, Biologie Molécu-
laire. Université de Strasbourg, 2012. Francais. NNT: 2012STRAJ024 . tel-00829094

HAL Id: tel-00829094
https://theses.hal.science/tel-00829094

Submitted on 2 Jun 2013

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00829094
https://hal.archives-ouvertes.fr

T UNIVERSITE DE AV

w’
STRASBOURG

ECOLE DOCTORALE des Sciences de la Vie et de la San té
UPR 9002-ARN, Architecture et Réactivité de 'ARN, IBMC

TH ES E présentée par :
Cédric ROMILLY

soutenue le : 14 septembre 2012

pour obtenir le grade de : Docteur de I'université de Strasbourg
Discipline/ Spécialité : Aspects Moléculaire et Cellulaires de la Biologie

Fonction de nouveaux ARN non codant dans la
régulation de I'expression des genes de
Staphylococcus aureus

Adaptation a I'environnement et virulence

THESE dirigée par :

Madame ROMBY Pascale Docteur, IBMC-Strasbourg
RAPPORTEURS :

Monsieur Linder Patrick Professeur, CEBUG-Genéve

Monsieur MSADEK Tarek Professeur, Institut Pasteur-Paris

Madame FLORENTZ Catherine Professeur, IBMC-Strasbourg

AUTRES MEMBRES DU JURY :
Madame GUILLIER Maude Docteur, IBPC-Paris



Merci

Pour étre honnéte, je pensais que cette partie serait la plus facile, mais comme je I'ai
découvert pendant ces 4 années passées ici, beaucoup de choses paraissent faciles mais peu
le sont au final.

Je tiens tout d'abord a remercier les membres de mon jury, Patrick Linder, Tarek
Msadek, Catherine Florentz et Maude Guillier d'avoir accepté d'évaluer ce travail.

Merci également a Eric Westhof de m'avoir accueilli au sein de I'UPR 9002, et je tiens

également a remercier la DGA, la FRM et la région Alsace pour le financement de ma these.

Ensuite, j'aimerais te remercier, Pascale, pour m'avoir donné ma chance. Si je peux
présenter ce travail aujourd'hui, c'est grace a toi. Merci pour ton accueil, tes conseils, ton
soutien dans les moments difficiles. Merci pour ta gentillesse, ta disponibilité, ces
opportunités incroyables de veyages congrés (et de prendre I'avion pour la premiere fois,
d'étre malade en avion pour la premiére fois aussi...) qui ont faconnés le doctorant que je

suis.

Je remercie aussi tous les membres passés et présents de I'équipe "ARN messagers et
ARN régulateurs procaryotiques" : Clément et Tom pour m'avoir encadré et aidé a avoir
confiance en moi (malgré les belles bétises que j'ai pu faire...), Pierre pour ton aide sur la
protéomique qui a débloqué la situation, Isabelle pour tes conseils en microbiologie, Efi pour
tout un tas de raisons scientifiques mais aussi pour la découverte du Jack Daniel's et le réveil
le plus rapide de I'histoire de la science, Brian avec qui je partage un certain attrait pour les
films de zombies, Anne Catherine et Marie pour votre aide et vos conseils, a nos
collaborateurs de Lyon, Paris et aussi Philippe pour la protéomique et enfin Stephano pour
nos parties de foot endiablées qui vont beaucoup me manquer. Enfin merci a Arnaud,
Delphine et Mélo "Téqui" pour les nombreux fous rires qui participent tant a la vie du labo,
pour ces discussions politiques/cinéma/jeuxvidéo/geek/etc, je vous souhaite bon vent pour
['avenir.

J'aimerais aussi remercier I'ensemble du DU-MA-NE-RO pour l'aide et la superbe

ambiance de travail qui regne ici, les BBQ, la pause café et thé et le pot du vendredi soir : JC,

1|Page



Merci

Santi, Red, Patrick, Valérie, Julien, Serena (et son Cup collector Will & Kate a I'origine de tant
de discussions royales), Catherine, Roland, Eric, Guillaume, Philippe (les trois), Dom', Joélle,
Sondes, Sarah, Matéo, Paola, Vidjay, Flore, Daniela, Delphine et les "anciens" Gaélle, Emilie,
Séverine, Céline, Lucille, Mag (Pardon pour ceux que j'oublie...)

Merci a Joern et Fabrice pour votre accueil et vos conseils pour le monitorat, et Fred,
Anne, Paul et j'en passe pour la superbe ambiance qui y régnait.

Merci a Denise, Emiko, Wei, Shuntaro, Yusuke, et Catherine, ce premier voyage au
Japon a eu une telle influence sur le reste de ma these.

Merci aussi a Simon, ami de toujours de "Kertzfeld" pour tous les lundis soir détentes
et tes conseils culinaires, oenologiques et cinéphiles et merci aux Flying Racoons pour ces
dimanches soir qui font si bien commencer la semaine,

Merci a Jeannine, Rémy et Hélene pour votre soutien et tous ces bons moments.

Merci a toi Anne, amie de tous les jours et pour toujours. Merci pour tes coups de
pieds aux f%$%= a la fin de la premiére année de fac, sans ton aide et ton soutien, je ne
serais pas la ou je suis. Merci pour nos vendredis jogging endiablés (j'exagére un peu la...), et
nouvels ans, d'avoir été présente dans les moments de déprimes et de galéres, merci pour
les shifumis et la blague sur les chaussettes, bref merci pour tout. On a passé toute
['université ensemble, les semaines de révisions, les exams puis la thése. Et cette derniéere se
finira la méme semaine...si ce n’est pas beau ¢a ?

Merci aussi aux amis de la fac, Vince, Opi, Yann, Quiongyue, Titi et aux multiples
Célines.

Enfin, merci a ma famille. Papa, Maman, merci de m'avoir donné la liberté de choisir
ma voie, merci pour votre soutien et votre présence a mes cOtés a chaque fois que j' ai eu
besoin. Christelle, Lili, Séb, Tib' et surtout le petit dernier, Loris, tous ces moments passés
avec vous m'ont toujours redonné de |'énergie pour continuer a aller de l'avant. Votre
soutien, votre compréhension comptent tellement pour moi. Bienvenue au petit dernier qui
devrait pointer le bout de son nez tres rapidement apres la soutenance.

Je crois que je vais m'arréter ici, j'espére n'avoir oublié personne, et si tel est les cas
je m'en excuse.

Ced 436

2|Page



Table des matieres & Abréviations

Table des matieres

Introduction
I. L'incroyable pouvoir d'adaptation des procaryotes.......cccceeerreeiireniireeccrenncerennceeeaneenenns 3
1LA. Adaptation @ I'@NVIFONNEMENT .......iiiiiiee e et e e et e e e e et e e e s eabe e e eeaseeeeenareeas 3
1.B. Des liens Etroits aVEC I'NOMIME ...ccuiiiiiiiiieeerie sttt re e st e s be e s bae e sabeesabeeenes 5
Il. Nouvelles classes d'ARN chez les bactéries ........ccceeiiveeiiieeiiiiniiieeciireenerencereneenennenennes 8
IILA. Découverte des sARN ("small RNA") exprimés dans les régions intergéniques et des ARN
T A=Y T oo Lo [T =] o o KX 8
11.B. Nouveaux mécanismes de transcription deS SENES.......ccccveiieeiiieeieiiiieeeciee et e et e e eraee e 10
11.C. Quels sSONT 1eS rOles de CES ARN?.....ccuii ettt eeee ettt e e tee e seee e s e e e te e e sateeenteeesaeesnseesareenn 12
11.D. DEGradation deS ARN ..........uiiiiiiiie ettt ettt e e et e e et e e e e ette e e eeareeeeetsabeeeeeateeeeesataeesenraeeeansenas 13
Ill. Larégulation de I'expression des geénes par I'ARN.......ccccccereeireeireeiereiernerencrencennnennnes 17
1IILA. Avantages de 1a régulation Vid 'ARN ...........ooiiiiiiieciee ettt e et e e e tee e e e e e e 17
II.LA.1. Une réponse rapide aux conditions de StresSs ..........cceuvuemvieeesieesiieeeiiresiieesieisessisesiessisesennns 17
HILA.2. CIrCUItS d@ FEGUIATION .........oeeeeeeeeeeee ettt e ettt s e e e stte e st e st e st asssteenseaeanes 20
II.A.3. Localisation intracellulaire des ARN et dynamisme des populations .............cccccveevevuvveennn. 23
111.B. Mécanismes d'action des ARN FEGUIAtEUIS.........eiecieeiieecieeciee et e e e e e ree e sreeenee s 25
11.B.1. Les E18MeNtS AGISSANT N CiS .......vveeeeeceeeeeeeieeeeeeeeeetteeeeeeteeeestta e e ettt e e eesrtaaeeassaeenssseaeessees 26
1.B.1.a.  LeS FIDOSWILCN ceeeeiiiiieieeceeee et sttt et bt e bt e b s baesbe e sbaesanee s 26
L= 700 Y o T =TSR d o 1= g To =T E < TU | TS STROPPPTR 31
111.B.2. Les ARN régulateurs ciblant 185 ARNM...........ccocuueeeeeiiieeeeeeeeeeiee e ee e eseeea e e seae e e 33
11.B.2.2.  LES ARN @NTISENS.cciiiiieiitiei ettt ettt e e ettt e e e e e sttt e e e e s e aabb e e b eeeeeeeseanseeeeeeeesannnnneeeens 34
I1.B.2.b.  LeS SARN @iSSANT BN LrONS cc..uvieieiiee ittt re e st e st e e sbae e e s bbe e e s ate e e sneees 38
111.B.3. Les SARN SEQUESEIANT AES PrOTEINES ........c..ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeteeeesee e e e stea e e seeaeeesreaeeeaes 43
1lI.C. Machineries protéiques associées a la régulation par 1es SARN .........cccccveeeeeciieeeeciee e 46
HILC.1. LA PrOEINE HIG.c.vveeeeeeeee ettt e et e e ettt e e ettt e e e sttt e e e staaaessaseaeessrasaeesasees 46
1II.C.2. Autres machineries protéiques assoCi€es QUX SARN ..........cuveeecveeeeecveeeeeiieeeeeieieeeeeceee e e 50
IV. StaphylOoCOCCUS QUIEUS.......ciiveiiiiiiiiiiiiiiiiiinieieeiereeestsessitnsisiesssssssssnsnsssrenssssnnsssens 51
IV.A. Un pathogene opportuniste remarquable ...........ooocviiiieiiie e e 51
JV.B. FACtEUIS dE VIFUIENCE ..cciivieei ettt ettt et e s st e e st e s et e e s s ntee e s snteeseabeeas 53
IV.C. Régulation de I'expression des facteurs de VirulencCe.........cccocueeeiecieeiccciie e e 55
IV.C. 1. LES FACTOUIS Gt et e et e e et e e e ettt e e e et e e e e ettt e e e astaaeestaaaesasseaeensssaeensses 57
IV.C.2. FACLEUIS A€ trANSCIIPLION ..ottt ettt e e ettt a e e e e e e e e e sttt e e e e e e asssssasaaaaeeas 57
IV.C.3. Systemes G deUX COMPOSANTS .......cceecveeeeeeciieeeecieeeeeteeeeeteaeeseteeeestee e e e s e srteaeesssaaeessssaeesnses 58
IV.D. ARN régUIAteUIS ChEZ S. QUIBUS .........eveeeeiiee ettt ettt e e ee e e te e e et e e e bae e s e naae e e s anees 60
IV.D. 1. EEQE AES lIOUX c..uvvveeeeeeeetieeiieeeie ettt ettt ettt et e sits e st e st e s s ata s s basesateesasessteassasesasessases 61
IV.D.2. L'ARNIII, effecteur intracellulaire du systeme de densité cellulaire agr................ccccvvveeennn. 63
IV.D.3. RsaE et la régulation du métabolisme central ............ccoccveeeeecveeeeeiiiieeeciieeeeeecieeeeeciea e 65
IV.D.4. llots de Pathogénie : réle de SprD dans 1 VIirUIENCE ..............cceeeeeeeeeeeeeereeeeieiesesrnns 66
IV.D.5. SprA1-AS, régulateur d'un systéme toxine-antitoXiNe..............ccocueeeevveeeevieeeesiieieeescieeeesnnes 67

Objectifs

4|Page



Table des matieres & Abréviations

Résultats

Mécanisme de reconnaissance des interactions boucle-boucle par
I'endoribonucléase Il de Staphylococcus aureus

I. L'endoribonucléase lll, une enzyme-clé dans la régulation par les ARN .........cc.ccccuue.... 76
LLA. La topologie des boucles est importante dans la reconnaissance par Rntlp chez Saccharomyces
o] =4V ) [« [ -2 78
1.B. La RNase Ill des bactéries coupe les hélices ARN sans spécificité apparente de séquence. ........... 79
I.C. La RNase lll de S. aureus joue un role important dans la régulation par les ARN..........cccccccvvenen. 80

Etudes de la fonction et du mécanisme d'action d'ARN régulateurs
chez Staphylococcus aureus

Il. RsaA, un ARN régulateur appartenant au régulon 6° ..........ceeeeeereeeeeeesreeseeesesseenne 113
I.A. Identification des Cibles de RSAA.........uue ittt rree e s e e e e 115
I.A.1. Comment identifier 1es Cibles d@ RSOA ? .........ueeceeeeeieseeeeieeseesees e esteeseteassesesseesereaeas 117
ILA.1.a. Prédiction in silico d'ARNM CibIES......ccocuiiriiiiiiiiiieerie et s s 117
ILA.1.b.  Analyse comparative du ProtEOME .......uieeeiiiieccciee e cieeeertee e eeee e e e sve e e e stee e e ssae e s e esnseeeessnaeeennes 120

11.B. RsaA inhibe la traduction de 'ARNM MGrA.........ooe et ste e eee sttt e snae e sens 125
11.B.1. L'ARNmM mgrA est régulé au niveau post-transcriptionnel................ccooeeeevvvvveecvivvevereiivenann. 126
11.B.2. RsaA se fixe a 'ARNM mgrA G deux Sites diStANTS ...........ccecvveeeecvuveeeeiiieeeiiiieeeciieeesereseeen, 127
11.B.3. RsaA inhibe la traduction de 'ARNM MQGIA ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeteee sttt e eectea e e sivea e s saeea e 129
11.B.4. Les deux sites interagissent avec I'ARNm mgrA de maniére coopérative pour inhiber la
(0o [0 [V ol 1 o ¢ FOO OO SRTPP S 131
II.C. RsaA régule la formation de biofilm et de capsules in VivVo ...........coccveeeiecieeicciiee e 134
1.C.1. RsaA régule positivement la syntheése de DiofilMm..............ccccueeeeevveeecciieieeiiiieeeciieeeccieeen, 134
1.C.2. RsaA régule négativement la synthése des CAPSUIES ..............ooeecvveeeecvveeeeiiireeiiiieeeiiieanann, 136

lll. RsaE : un lien dans I'adaptation a I'anaérobie conservé chez B. subtilis et S. aureus ?

140
III.A. Etude fonctionelle de RSAGE ChEZ B. SUDLIIS .........ceeeecuveeeieiiieeciiee ettt ettt vee e e eae e 141
III.A.1. Construction d'une souche B. subtilis 168 délétée de rSQE ............ccuuvvuummevveveeecirereeairenann, 141
III.A.1. RsaE est induit en réponse a un stress anaérobie chez B. SUBLIliS .............cccceeeevveeeecvineann. 142
111LA.2. Perspectives POULE CE PIOJET.........uueeeeeeeeeieeee ettt ettt e e e e et e e ettt e e e e e e e sssbeeeaaeeens 145

Discussions & Perspectives

I. Leréseau de régulation de RsaA est connecté au systéeme de densité cellulaire ....... 149
Il. D'autres cibles régulées par RSAA ?.......ccceeciiieiiiieirieecirenerennierenerenseerensesssnsessnnnens 151
IILA. Les ARNM yabJ-SPoV, SA1956 €1 GIYS....ouoieiiieciee ettt ettt e e etee e e ebae e s s ataea e s nraeeeeaees 151
II.B. Un motif riche en C et des topologies variées pour la liaison ARNm / sARN : une adaptation a
I oI =T aTol =l o N o | o SR 154
11.C. Développements récents dans l'identification des Cibles........ccouvvvieviieiiiiei e, 157
11.D. RsaA interagit-il avec des Protéines 2. i iciiie ettt et re e e e erae e e e 158

11.D.1. La RNGS€ Ill, CO-fACLEUI A RSTUA ? oot eeeteee ettt e ettt eeestaeaeasvtaeasataeaessrsnaaenans 159

11.D.2. ARN régulateurs €t trAGUCLION. ...........c.ccecueeeeeeesieeseesteeesteeseesta e st a e e sseesstaassresessseesneeeas 160




Table des matiéres & Abréviations

11.D.3. Comment identifier les protéines CibIES ?...........c.ueeeevueeeeeiiieeeiieeeescieeeecscteeeeeerieeeessseaaens 162
Illl. Dynamique des réseaux de régulation au sein de la population de S. aureus.......... 163
IV. Larecherche de nouvelles molécules thérapeutiques.......cccceeereeireencirencerencrnnnnens 168
Annexes
. Matériel & Méthodes.........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 173
Il.  Publications SCIeNtifiqUEeSs ......cccveieeirieeiirienieieeieieerertenereeneerenneerensesenserensessensessnnnnns 199
. Communications SCIENTITIQUES....cccceteuriiieniiieeirieeieriennerteneerenneerenserenserenseesenseesannnns 213
AV 2111 [T -{ - Vo] 4| =Ty 215

6|Page



Table des matieres & Abréviations

Plongée dans le trou bleu de "Dean" aux Bahamas. .......ccccccoevvvrvveriiieiiiiciinneeeeee e, 3
Bactéries et archées extrEmMOPNIlES. ........iciiviiciiiieiiiic e 4
Interférence transcriptionnelle chez les bactéries d'apres Georg 2011.................. 12
Dégradation des ARN chez E. coli et B. SUBDLIlIS. ...........cccovvueeeeeieiiiiiivenieeeeeieeinreennee, 16
Simulations de réponses au stress d'aprés Shinomi et al., 2007........ccccceeveennnnnenn. 20
Circuits de régulation de I'expression des genes et interconnexion des réseaux...22
Localisation des ARNm chez E. coli et régulation de I'ARNmM pstG. .........cccceeevuunenn.. 24
Résistance aux antibiotiques d'une population bactérienne d'apres Lee et al., 2010.
.......................................................................................................................................... 25
Mécanisme de régulation des riboswitch en tandem, d'apres Breaker 2012.......... 28

Etude prédictive : fréquence d'apparition des différentes classes de riboswitch et
proportion des mécanismes de régulation utilisés chez les bactéries (Barrick et Breaker

2007 ) ettt e e e —— e e e e e——eeeea——eaeea———eeeaabaeeeaabaaaeaaaabaaaeaartaeeeaareeeeannraaaenn 29
Régulation de l'expression de la région 5'UTR de I'ARNm alx chez E. coli.
(Nechooshtan et al., 2009) de I'ARNm gimS chez B. subtilis (Collins et al., 2007). ......... 31

Dénaturation successives de I'élément ROSE, d'apres Chowdhury et al., 2006. .. 32
Chez L. monocytogenes, l'expression du facteur de transcription PrfA est

controlée par la température et I'état métabolique. ......ccovvvveeiiiiiiiiii e, 33
La régulation par les ARN chez les bactéries. ......ocvvvviviiieiiviiiee e, 34
Exemples de régulation par 1€s ARNQAS.......ccccuuiiiiiiiieeeeniiiee st eeiree e e e 38
Répression de la traduction par 1es SARN. .......ceiiiiiiieiiniiiee e 40

Mécanisme de répression de la traduction par I'ARN, d'apres Darfeuille et al,,

0 PRI 41
Activation de la traduction et stabilisation des ARNM. ........c.cceeveiieeiiciiieecciieen, 43
Régulation de l'activité de RsmA par les SARN RsmY et RsmZ d'apres Bordi et al.,

0 USSR 45

Structures 3D des protéines Hfq d'E. coli (Hfge.) et S. aureus (Hfgs,) et modele

d'interaction sur la face latérale chez S. typhimurium...............cccoeevvveveeiieiieiiiiieeeneeeenen 47
Recyclage dynamique des ARN liés a Hfq d'aprés Fender et al., 2010.................. 48
SEAPNYIOCOCCUS QUIBUS. ...vvvvevveeeeeieeiiiieieeeeeieeiieeeeeeeeeeesssesetreeeeesessesessbsaeeeeesensnsnnes 51
Evolution de la résistance aux antibiotiques de S. QUreus...........ccccecevveeeeeeeeeeeennns 52

Prédictions des riboswitch et T-box dans les régions leaders des ARNm de S.

aureus N315 (d’apres Caldelari et al., 2010)......uuveeiieiiiiiiiiieeieeeeccrreeee e 62
Le systeme de densité cellulaire agr.........coouvevveeeiiiieieeiieeeec e 65
Systéme toxine-antitoxine SPrA1/SPrAL-AS. ...cuee et 68
Réseaux de régulation médiés par les ARN régulateurs chez S. aureus : états des

connaissances (D'apres Felden et al., 2011). ....coocuiieieeiiieeeeiieee e 72
Généralités sur la famille des RNases 1. .....coeeiiriecciiiiiei e, 77
La topologie des tétra-boucles est la clé dans la reconnaissance des tiges-boucles

par RNt1p (Wang et al., 2011). .ccueeeiiieeiieeciee ettt e esaae e s e e eeaae e s eesaneas 78

Déterminants de séquence favorisant la liaison de la RNase Il (d'aprés Pertzev et
al., 2006) et structure cristalline de la RNase Ill d'A. aeolicus (D'aprés Gan et al., 2006 et

Modele de la régulation de I'ARNmM coa par I'ARNIL. ....cceevviiriiiiiiiiee e, 81

7|Page



Table des matiéres & Abréviations

La topologie des interactions boucle-boucle et des hélices guide la RNase Il vers

o] A YL (=l o [N oo 1U ] o TV =D TSP 83
RsaA, nouveau ARN régulateur chez S. aureus. ...........cccceeveveeienieeeeniiee e, 114
Combinaison de stratégies in silico, in vivo et in vitro pour I'étude fonctionnelle

ES SARN . ...ttt ettt e e e e e e e st ba e e e e e e e e e et b rae et e e e e e e a bt aearraaaaaeeeaaannrraaaeaaaann 116
Analyse comparative du protéome par la technique 2D-DIGE..............cc.uuun...ee. 122
Prédiction des appariements RsaA / ARNm cible et contexte génomique. ........ 125
RsaA régule I'expression de I'ARNm mgrA au niveau post-transcriptionnel in vivo.

........................................................................................................................................ 127

RsaA se lie efficacement a 'ARNm mgrA en utilisant deux sites d'interaction

[0 FE] = ) USSR 128

La liaison de RsaA a I'ARNm mgrA inhibe la formation du complexe de pré-
initiation de 12 tradUCtioN. ......ccuviii i e 130
Les deux sites d'interaction agissent coopérativement dans la formation du

duplexe et l'inhbition de [a traduction........cccvvieeiiiieiicieeee e 133
Etude des effets de la délétion de RsaA sur la formation de biofilm. ................. 136
RsaA régule la synthése des capsules in ViVo........ccccovvveveeeeeiicciiieeeneceeiecnveennee, 138
RsaE est conservé chez S. aureus et B. SUBLIlIS. ..........ccccueeeeevieeeeciiiieeccieee e, 140
Construction de la souche de B. subtilis 168 ArsaE et complémentation. .......... 141
Candidats pour une régulation Par RSAE........eueiievieeiireeeeee e 145
Modele de régulation de I'ARNM mgrA par RSaA......cocovvvveeeeeeeiiiiinrereeeeeesennnnees 149
Réseau de régulation de MgrA et de RsaA avant et aprés activation de d®........ 150
L'ARNmM yabJ-spoVG, une autre cible de RSaA ? ..oviiiiveieeeiieee e 152
L'ARNm glyS, une cible potentielle de RSAA ?....ccoviieiiriiieeiiieeeeieee e 154

Les motifs riches en C des ARN régulateurs de S. aureus sont retrouvés dans des
régions accessibles pour permettre une interaction optimale avec la séquence Shine et
Dalgarno des ARNm, d'aprés Geissmann et al., 2009 (+ supplementary material). ..... 156

Structure secondaire de RsaA et RsaC avec un RBS en vert et une succession de

codons STOP en Violet 81 Orange. ...ccivcuiiiiiiiiiiee e 161
Interconnectivité entre les réseaux de régulation de RsaA, Rsak et ARNIII. ....... 167
Facteurs de virulence Chez S. QUIeUS. .........cocccueeeeeii i 56
Facteurs 0 COAES PAr S. QUIEUS..........ceivecuieee e eectee ettt e e s e e saae e e e e 57
Facteurs de transcription Chez S. QUIreuUS. ..........cooevcviiiieiiieeieiieeeerieee e 58
Systemes a deux composants caractérisés chez S. qureus. ...........cccceeeeeeeeccvnnnenn. 60
Liste des 10 meilleurs ARNm candidats formant potentiellement un duplexe avec
VAN 1 Y /ol TSR 119
Récapitulatif des protéines séquencées sur les gels 2D-DIGE. ........cccccovvveeeeeeenn. 124

Résultats des analyses comparatives du protéome pour RsaE chez B. subtilis..143

8|Page



Table des matiéres & Abréviations

Bases Espéces de bactéries :
A Adénine Gram positif :
u Uracile B. subtilis Bacillus subtilis
G Guanine L. monocytogenes Listeria monocytognes
C Cytosine L. innocua Listeria innocua
T Thymine S. aureus Staphylococcus aureus
N A CTG
R Purines (Aou G) Gram négatif :
Y Pyrimidines (C, T ou U) E. coli Escherichia coli
w AouT H. pylori Helicobacter pylori
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
ADN : S. typhimurium Salmonella typhimurium
ADNc ADN complémentaire Aquifex aeolicus A. aeolicus
IGR régions intergéniques
Protéines :
ARN : DBD domaine de liaison a I'ADN
ARNm ARN messager GFP green fluorescent protein
ARNnc ARN non-codant Hfq Host factor QB
ARNr  ARN ribosomique HK histidine kinase
ARNt  ARN de transfert OMP  protéine de la membrane externe
sARN  small ARN Onr oligoribonucléase
ARNas ARN antisens PAP |  polyA polymérase |
Rsa RNA of S. aureus PNPase polynucleotide phosphorylase
RBS site de fixation du ribosome RBD domaine de liaison a I'ARN
TSS site d'initiation de la transcription RNase ribonucléase
SD Shine et Dalgarno RNAP  ARN polymérase
5'UTR région 5' non traduite RR response regulator
3'"UTR région 3' non traduite TCS systeme a deux composants
ROSE  repressor of heat shock protein expression TF facteur de transcription
ORF cadre ouvert de lecture
Métabolites / ions : CDS Région codante
Ca calcium C-terminale carboxy terminale
Mg magnesium N-terminale amino terminale
AdoCbl adénosylcobalamine aa acides aminés
FMN flavine mononucléotides
GIcNP glucosamine-6-phosphate Généralités :
LPS liposaccharide kb kilobase
preQl 7-aminoéthl 7-deazaguanine nts nucléotides
SAM S-adénosyl-méthionine pb paire base
TCA tricarboxylic acid cycle °C degres Celsius
TPP thiamine pyrophosphate nM nano molaire
UM micro molaire
Pathogénie : pmol  pico moles
AsIP ilots de pathogénie de S. aureus cpm coups par minutes
CHIPS chemotaxis inhibitory protein of DO densité optique
staphylococci nm nano metre
CMI concentration minimale inhibitrice Ko constante de dissociation
IL Interleukine
LT lymphocyte T Milieu :
PVL Panton Valentin Leukocidin BHI brain heart infusion
SAR staphyloccocal accessory regulator NZM  NZ amine medium
SARM S. aureus résistant a la méthicilline

Pour information, les noms des ARN régulateurs sont en violet pour mieux les distinguer des génes cibles.
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Introduction

I. L'incroyable pouvoir d'adaptation des

procaryotes

I.A. Adaptation a I'environnement

Les procaryotes (du latin "pro" signifiant avant et du grec "caryon" signifiant noyau)
sont des organismes vivants unicellulaires dépourvus de noyau. Deux taxons distincts les
composent, les bactéries et les archées. Ces fascinants micro-organismes sont des modeles
d'étude uniques pour la compréhension des mécanismes du vivant et de |'évolution. L'étude
des trous bleus de I'océan en est un parfait exemple ; ces grottes submergées a I'abri des
marées n'ont pas été infiltrées par I'oxygéne atmosphérique. Les bactéries qui subsistent
dans ces lieux survivent grace a l'exploitation du sulfate en lieu et place de |'oxygene,
devenant des témoins privilégiés d'une époque ol la vie s'est développée sans oxygene, il y

a environ 4 milliards d'années (Figure 1).

| Trou blew de Dean (600 matres de profondeur)

Bacteries colorant I'eau avec
un nuage de sulfide d'hydrogéne

sCascade roomme de la grotte de Dean

Figure 1: Plongée dans le trou bleu de "Dean" aux Bahamas.
Photos de Wes C. Skiles, National geographics. (http://ngm.nationalgeographic.com/2010/08/bahamas-
caves/todhunter-text)

Les procaryotes ont colonisé toutes les niches écologiques de la planete, méme les
plus extrémes, montrant ainsi leurs formidables capacités d'adaptation. Des bactéries et
archées extrémophiles ont ainsi été retrouvées prés des cheminées noires au fond des
océans, comme Pyrolobus fumarii dont la souche 121 survit a une température de 113°C.
Deinococcus radiodurans supporte des doses de radioactivité 1500 fois supérieures a ce que

I'homme peut endurer. Des especes de Ferroplasma se sont adaptées a la vie dans des zones
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d'eau acide au pH proche de 0, alors que Bacillus firmus 0S4 survit au sein de zones alcaline
de pH 9 (Rothschild et al., 2001) (Figure 2). La majorité des bactéries ne sont pas cultivables
en laboratoire, soulignant que la classification actuelle de ces organismes n'est que la partie
émergée de l'iceberg. Le jeu des statistiques et des estimations est fascinant avec ces étres
vivants. Ainsi, la masse de carbone correspondant a la biomasse bactérienne équivaudrait a
la masse de carbone présente dans l'ensemble des plantes terrestres et aquatiques

(Pedersen 1999).

A

octopus hot spring

Aquifex pyrophilus Yellowstone

T A

Halogeometricum
boringuense

Mer morte

PyrofobHE Cheminée noire
fumerii atlantique

“Vestfold Hills
lacusekhroensis Antartique

Figure 2 : Bactéries et archées extrémophiles.

A. Exemples de bactéries extrémophiles. Aquifex pyrophilus, bactérie Gram négative hyperthermophile,
survit dans les sources chaudes comme celles trouvées dans le parc de Yellowstone (température de 83°C).
Photo A. pyrophilus (Behammer et al, 1995) Octopus Hot Spring (Lunar and palnetary institut
http://www.lpi.usra.edu/education/EPO/yellowstone2002/workshop/octopusl/octopusl_imgs/p7280452_lg.j
pg). Helicobacter pylori est une bactérie Gram négative, acidophile et pathogéne de I'homme, capable de
résister au pH acide de I'estomac. (gauche : O'Rourke et al., 2001, droite Martin J. Blaser, 1989, New York city
university). Nesterenkonia lacusekhosensis, halophile Gram positif, a été isolée dans le lac salin de Ekho dans
I'est de l'antarctique. Ce lac salin ne geéle pas. (gauche : Collins et al, 2002, droite : Doug McVeigh
http://www.antarctica.gov.au/living-and-working/stations/davis/this-week-at-davis/2011/13-may-2011/1#). B.
Exemples d'archées extrémophiles. Halogeometricum borinquense, halophile, isolée dans la Mer Morte (275
g/L de sel) (photo Malfatti et al., 2009, Mer Morte : M Disdero, licence creative commons, Wikipedia).
Pyrolobus fumarii, hyperthermophile, capable de se reproduire lorsque la température 90°C a 113°C. (photo P.
fumarii Goker 2011, photo cheminée noire marum (Centre des Sciences Environnementales Marines, université
de Bréme).
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La majorité des especes de bactéries et archées introduites jusqu'ici représente des
espéces saprophytes. Retrouvées dans l'environnement (eau, air et sol), elles survivent
indépendamment de la présence d'autres étres vivants. Les bactéries dites détritivores
colonisent aussi I'environnement, mais ingérent de la matiére organique provenant d'étres
vivants ayant malheureusement trépassés. Enfin, de nombreuses relations se sont établies

au cours de I'évolution entre les procaryotes et I'étre humain.

Chez I'homme, le nombre de bactéries présentes est estimé a 10 sur la peau (10’
cellules par cm? de peau ; Fredricks et al., 2001), 10™ dans la bouche et 10* au niveau du
systéme gastro-intestinal, soit au total 10 fois plus que le nombre moyen de cellules
eucaryotes constituant un étre humain (Nicholson et al., 2005).

Grace aux nouvelles techniques de séquencage a haut débit, il est désormais possible
de caractériser la flore bactérienne existante chez I'étre humain. Par exemple, I'étude de
Fierer et al., a caractérisé le microbiome présent sur les mains de 51 étudiants en master
(volontaires). Les résultats montrent qu'en moyenne, 150 espéces différentes de bactéries
ont été recensées au niveau des mains. Plus intéressant encore, seules 17% des espéeces sont
communes entre les mains des individus testés, et seules 13% de I'ensemble des bactéries
décrites (soit 4700 dans cette étude) sont retrouvées chez tous les étudiants (Fierer et al.,
2008). Des microbiomes au moins aussi complexes sont retrouvés dans |'estomac et la flore
buccale (Cogen et al., 2008).

Les relations homme/bactéries peuvent étre mutualistes, c'est a dire bénéfique a la
fois pour I'hote et la bactérie, ou commensales. A l'inverse des précédentes, la relation
commensale n'a pas d'effets positifs directs pour I'hote, mais cet aspect est sujet a
discussion aujourd'hui. La flore bactérienne du systéeme digestif en est une parfaite
illustration. Le systéme digestif est stéril a la naissance, mais a I'dge adulte, il est colonisé en
moyenne par 1 kg de bactéries (Chow et al., 2011). Les genres Firmicutes et Bacteroidetes
représentent 98% des bactéries du systeme digestif (Ley et al., 2006). Dans le gros intestin,
un exemple de relation mutualiste est |la bactérie Gram négative Bacteroides cellulosilyticus.

Cette derniere est capable de digérer les fragments insolubles de cellulose provenant des

5|Page



Introduction

cellules végétales. Les fragments générés sont ensuite dégradés par d'autres bactéries
comme Bacteroides thetaiotaomicron en mono/di saccharides assimilable a la fois par les
bactéries (cross-feeding) et par les cellules humaines (Flint 2008).

Les bactéries commensales et mutualistes de la flore intestinale assistent le systeme
immunitaire en renforgant la barriére épithéliale (inhibition de la pénétration de bactéries
pathogenes) et en stimulant la production d'immunoglobulines ou d'agents antimicrobiens
(Chung et al., 2010). Les membres du genre Bifidobacterium synthétisent des molécules
d'acétate qui stimulent les défenses immunitaires des cellules épithéliales de I'estomac et
inhibent le passage dans la circulation sanguine de la toxine Shiga de la souche Escherichia
coli 0157:H7 (E. coli) (Fukuda et al., 2010). Chez la souris, le pathogene Citrobacter
rodentium infecte de maniére persistante des souris sans microbiome intestinal. Dans des
souris normales, le pathogéne est en compétition avec d'autres bactéries commensales pour
['utilisation des monosaccharides ou d'autres sources de nutriments, empéchant ainsi la
colonisation de l'intestin (Kamada et al., 2012).

Ainsi, la présence des bactéries commensales rend plus difficile la colonisation pour
des bactéries pathogeénes. Cet effet étant bénéfique pour I'hote, la notion de commensale
est-elle toujours d'actualité ? De plus, des animaux sans microbiome présentent des défauts
de vascularisation, d'enzymes de digestion, de lymphocytes soulignant les relations
structurales, métaboliques et immunologiques fortes qui se sont établies au cours de
['évolution entre I'homme et les bactéries. Aujourd'hui, ces relations se rapprochent
d'avantage de la symbiose que du mutualisme (Brenchley et al., 2012).

Les bactéries pathogénes ont la capacité d'envahir les tissus de I'h6te pour établir un
foyer d'infection. Le pathogene doit tout d'abord s’adhérer aux tissus via I'expression
d'adhésines. Puis |'expression de facteurs de virulence neutralise les défenses immunitaires,
et la synthése de toxines détruit des cellules de I'h6te pour permettre I'acces a de nouvelles
sources de nutriments et favoriser la dissémination des bactéries dans les tissus voisins. Ces
infections peuvent étre temporaires, chroniques, voire mortelles et pourraient augmenter
les risques de développer certains types de cancers du tube digestif et du c6lon (Grivennikov
et al, 2010). Deux types de bactéries pathogenes se distinguent : les pathogenes
obligatoires (Shigella) et les pathogénes opportunistes. Ces derniers se comportent la

plupart du temps comme des bactéries commensales. Mais, lorsque les défenses de I’hote
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sont affaiblies (i.e. immunodépression) ou lors d'une carence en nutriments, les pathogénes
opportunistes expriment leurs génes de virulence pour induire une infection. Dans la
derniere partie de cette introduction, je décrirai en détail les facteurs de virulence d'un

pathogene opportuniste de I'homme, Staphylococcus aureus (S. aureus).

Les enjeux de la microbiologie moderne méritent toute notre attention. En terme de
santé publique, I'émergence de souches multi-résistantes aux antibiotiques est inquiétante.
L'étude de la régulation de I'expression des geénes de virulence et des mécanismes
d'acquisition de genes de résistance aux antibiotiques ouvrira de nouvelles pistes pour lutter
contre ces pathogenes.

Le pouvoir d'adaptation des bactéries peut étre habilement détourné et utilisé dans
des applications environnementales. Par exemple, des équipes de chercheurs ont généré
une souche dérivée d'E. coli capable de produire des ester gras a partir de sucres, ouvrant la
voie a la production de fuel par les microbes (Steen et al., 2010). Les bactéries sont
également une piste pour la décontamination des sols pollués aux métaux lourds (Singh et

al., 2003).

Ce pouvoir d'adaptation remarquable des bactéries passe par une régulation rapide
et précise de I'expression des génes bactériens appropriés selon les différents contextes
environnementaux. Quels sont les mécanismes qui coordonnent |'expression des génes ?
Quels sont les mécanismes de régulation mis en place par la bactérie pour adapter

I'expression de son génome en fonctions des situations rencontrées ?
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De maniére intéressante, le nombre total de génes codant des protéines n'est pas
corrélé a la taille du génome. Par exemple, le génome humain est 19 fois plus grand que
celui de Drosophila melanogaster, mais ne code qu’ 1,6 fois plus de protéines. En parallele
des ARN non-codant (ARNnc) ménagers tels que les ARNr et les ARNt, existe t-il d'autres

types d'ARN exprimés dans le génome, et si oui dans quelle proportion?

Paradoxalement, de tels ARN ont été découverts dés les années 1980. Des molécules
exergant leurs fonctions biologiques sous forme d'ARN ont été mises en évidence des les
années 1980. Le premier ARN régulateur chromosomique a été identifié en 1984. Dans cette
étude, Mizuno et al., ont caractérisé un fragment d'ADN qui, exprimé en trans a partir d'un
plasmide, réprime I'expression de I'ARNm ompF. Ce fragment d'ADN contenait une unité de
transcription codant pour I'ARN régulateur MicF, capable de se lier au site de fixation du
ribosome (RBS ou ribosome binding site) de I'ARNm, composé de la séquence Shine et
Dalgarno (SD) et du codon d'initiation de la traduction AUG, pour inhiber sa traduction
(Mizuno et al., 1984). En parallele, les premiers ARN antisens (ARNas), codés en cis, ont été

découverts dans les plasmides, phages et transposons (revue Wagner 2002 ; Brantl 2007).

Découverte des sARN ("small RNA") dans les régions intergéniques. La vision de la
communauté scientifique a profondément évolué dans un premier temps depuis 2001 grace
a l'identification d'une nouvelle classe d'ARN exprimés dans les régions intergéniques
(intergenic region ou IGR) de la bactérie E. coli. Aujourd'hui, ces ARN désignés comme
"trans-encoded small RNA (sARN)", régulent la fonction de cibles codées a un autre locus du
génome. La découverte des sARN connait un essor fulgurant depuis 2001 grace a

I'amélioration des techniques prédictives, combinée a des tests d'expression in vivo
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(Wassarman et al., 2001 ; Argaman et al., 2001 ; Rivas et al., 2001). L'idée de départ de ces
études était que des ARN autre que les ARN non-codants (ARNnc) dit ménagers
(housekeeping) devaient étre exprimés a partir des IGR conservées des génomes. Les critéres
utilisés étaient : (1) le ciblage des IGR d'une taille allant de 50 a 300 nucléotides (nts), (2) la
prédiction d'éléments structuraux (terminateur Rho-indépendant) et de promoteurs
orphelins, et (3) la conservation des IGR dans des génomes de bactéries
phylogénétiquement proches. Ces études ont abouti a la validation de I'expression de
nouveaux ARNnc chez E. coli. Depuis, I'existence de plus de 80 sARN a été validée (Waters et
al 2009) chez cette bactérie. Ces ARN sont tres hétérogenes en taille (de 50 a 500 nts), en
structure, et sont retrouvés dans tous les génomes proches d'E. coli. Leurs fonctions et

mécanismes de régulation seront détaillés dans la partie 111.B.2.

Découverte des ARN antisens (ARNas). L'importance de la régulation par les ARNas a
été mise a jour grace a l'essor des techniques de séquencage a haut débit (Sharma et al.,
2010) et des puces a ADN couvrant les deux brins du génome (Georg et al., 2009, Guell et al.,
2009, Toledo-Arana et al., 2009). Ces avancées technologiques ont mis en évidence que les
deux brins du génome codent pour des ARN, révélant I'existence d'une transcription d'ARN
antisens (ARNas) chez les bactéries. En paralléle, ces techniques ont également facilité
I'identification de nouveaux sARN. Par exemple, chez H. pylori, une carte des sites
d'initiation de la transcription au sein du génome (TSS ou transcription start site) a été
obtenue en comparant les ADN complémentaires (ADNc) obtenus a partir d'un extrait total

™ ) 'action de

d'ARN a ceux obtenus apres un traitement a l'exonucléase "terminator
I'enzyme est inhibée par la présence d'un 5' triphosphate permettant un enrichissent en
transcrits primaires. L'organisation des TSS peut étre classée en plusieurs catégories : (i) TSS
présent a moins de 500 pb d'une ORF, (ii) plusieurs TSS pour une ORF (exprimé
différentiellement), (iii) TSS a l'intérieur d'une ORF, (iv) TSS situé dans ou a I'extrémité d'un
géne, mais sur le brin antisens (ARNas), (v) Tss orphelin situé dans des IGR et codant donc
pour des sARN (Sharma et al., 2010). Depuis, la transcription d'ARNas a été retrouvée dans
plusieurs génomes de bactéries (revue Georg et al., 2011 ; Gottesman et al., 2011), et des

études récentes menées chez S. aureus (Lasa et al.,, 2011; Lioliou et al., 2012) montrent

gu'une transcription antisens est retrouvée sur presque I'ensemble des deux brins d'ADN.
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Ces ARNas sont-ils seulement dus a une transcription permanente, ou sont-ils induits
spécifiguement par des facteurs de transcription ? Leurs fonctions et mécanismes de

régulation seront détaillés dans la partie I11.B.2.

Les nanoARN comme initiateurs de la transcription. Cette voie alternative
d'initiation de la transcription a été mise en évidence chez la bactérie Gram négative
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa). S. R. Goldmanet al., (2011) ont montré que I'ARN
polymérase (RNAP ou RNA polymerase) de la bactérie était capable d'initier la transcription a
partir de nanoARN de 2 a 4 nts. Dans un contexte normal, ces nanoARN sont dégradés par
I'enzyme Onr (oligoribonucléase) qui joue un réle crucial dans la dégradation des ARN (11.D)
chez les bactéries Gram négatives. La délétion de I'enzyme chez P. aeruginosa entraine
I'accumulation de nanoARN qui servent alors d'amorce a la RNAP pour initier la
transcription des genes. Ainsi, le site TSS de certains ARNm varie de 2 a 3 nts in vivo et la
présence de nanoARN induit une altération globale de I'expression des génes. L'expression
de 586 genes augmente tandis que celle de 572 genes diminue. Plusieurs questions se
posent : Comment ces nanoARN sont-ils générés en présence d'Onr ? Quels sont les
mécanismes expliquant un tel impact sur I'expression des genes ? Une premiere explication
s'appuie sur la particularité que les nanoARN ne possedent pas de groupement 5'
triphosphate. Les ARNm générés seraient donc plus sensibles a la dégradation (II.D). L'ajout
de nucléotides supplémentaires pourrait également modifier la structure des ARN et donc
influencer la traduction ou la stabilité. Enfin, une derniere hypothése est que dans certains
cas, l'utilisation des nanoARN comme amorce influencerait |'efficacité d'initiation de la
transcription, et donc le niveau des ARN transcrits (Goldman, Sharp et al., 2011). Depuis, la
production de nanoARN a été confirmée chez E. coli dans sa forme sauvage exprimant I'Onr.
Leur production est dépendante de la phase de croissance. La majorité de ces ARN est
détectée en phase stationnaire de croissance, porte une extrémité 5'OH, et affecte de
maniére notable les promoteurs de génes possédant aux positions -1/+1 un T/A. La présence
d'une extrémité 5'OH a t'elle un lien avec la dégradation médiée par la RNaseE, qui préfere

les extrémités 5' monophosphate (voir 11.D)? (Vvedenskaya et al., 2012)
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L'interférence transcriptionnelle, nouveau mécanisme de régulation de la
transcription. L'interférence transcriptionnelle a connu son essor depuis la découverte des
ARNas. Trois types d'interférence sont décrites : la collision, I'occlusion, le "sitting-duck"
(revue Georg 2011) ( ).

La collision entre deux RNAP en phase d'élongation résulte en un arrét de la
transcription pour les deux genes. De maniere surprenante, I'arrét ne semble pas étre di a
une interaction stérique, mais se ferait par l'intermédiaire d'interactions longues distantes
ou la présence d'ADN super-enroulé devant les RNAP. Une fois les deux RNAP proches,
plusieurs cas de figures sont possibles : dissociation de I'un ou |'autre des complexes, «back-
tracking», ou blocage. Chez Clostridium acetobutylicum, la collision entre deux RNAP est
nécessaire a la synthese d'un ARNas de 1 kb in vivo, As_mccA, qui répond a la concentration
intracellulaire du métaboliste SAM (S-adénosyl méthionine) (André et al., 2008).

L'occlusion de promoteurs a été décrite pour les promoteurs Pg et Pre du phage A.
Lorsque la RNAP transcrit a partir de Py, cette derniére stoppe au niveau du terminateur Tg,
empéchant l'initiation de la transcription a partir de Pge situé au voisinage proche du
terminateur sur le second brin d'ADN (Georg 2011). Ce systeme est important dans la
régulation du choix entre le cycle lytique et lysogénique du phage.

Le dernier type d'interférence utilise une RNAP élongatrice qui empéche une autre
RNAP de se fixer sur un promoteur faible situé sur le brin antisens pour passer a I'étape
d'élongation de la transcription. Ce mécanisme est nécessaire a |'expression des génes

lytiques chez le bactériophage 186.
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Figure 3 : Interférence transcriptionnelle chez les bactéries d'aprés Georg 2011.

La collision se produit quand deux RNAP en phase d'élongation se rencontrent, aboutissant a un blocage, un
relargage ou un "backtracking”. L'occlusion se base sur le principe qu'une RNAP bloquée a son site de
terminaison empéche l'initiation de la transcription des promoteurs au voisinage proche. Enfin le "sitting-duck"
est une situation dans laquelle une RNAP en phase d'élongation empéche la transition initiation/élongation
d'une autre RNAP sur un promoteur faible.

II.C. Quels sont les roles de ces ARN?

Les ARNas et sARN sont retrouvés dans plusieurs génomes de bactéries (revue
Thomason et al., 2010, Georg et al., 2011, Storz et al., 2011). Comme nous le verrons dans la
partie lll.A, la régulation par les ARN posséde des propriétés distinctes a celles des facteurs
de transcription, et ces derniers sont particulierement adaptés a une réponse rapide a
I'environnement ou la réponse immunitaire d'un hote. Le role central des sARN régulateurs
dans la régulation des génes de virulence est parfaitement illustré chez S. aureus par I'ARNIII,
effecteur intracellulaire du systéme de densité cellulaire qui contrble la balance entre
I'expression des exotoxines et des facteurs d'adhésions (Cf. IV). Un autre exemple est la
myriade d'ARN régulateurs induits lors d'un stress osmotique pour réguler I'expression des

protéines de la membrane d'E. coli et S. tiphymurium (revue Vogel et al., 2006).
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D'un point de vue évolutif, I'analyse et la comparaison des répertoires d'ARN
régulateurs pourraient nous aider a comprendre les différences entre des souches
pathogénes ou non, ainsi que les mécanismes mis en place pour controler I'expression des
génes de virulence dans le cas d'infections persistantes. Par exemple, une attention
particuliére portée sur le génome non-codant de Listeria monocytogenes (L. monocytogenes,
pathogéne) et Listeria innocua (L. innocua, non-pathogene) montre que certains sARN et
ARNas sont spécifiques de la bactérie virulente et que d'autres sont conservés dans chaque
espéce, mais avec des profils d'expressions différents pouvant souligner la perte ou le gain

de fonction. (Wurtzel et al., 2012).

Je souhaiterais brievement décrire les mécanismes de dégradation des ARN chez les
bactéries Gram positives et négatives. La dégradation des ARN est capitale dans la régulation
de l'expression des génes en particulier dans les phénomeénes adaptatifs qui requierent une
réponse rapide. De plus, l'interaction ARN régulateur/ARN cible aboutit souvent a une
dégradation de |'un (médiée par la RNase E, 11l.B.2.b), voire des deux partenaires (médiée
par la RNase lll, IIl.B.2 et IV.D.2)

La dégradation des ARN chez les bactéries Gram négatives fait intervenir un clivage
endonucléolytique suivi d'une dégradation exonucléolytique 3' vers 5' ( ). La
dégradation des ARNm est particulierement documentée chez le modeéle E. coli. De maniere
générale, celle-ci passe par un clivage endonucléolytique par I'endoribonucléase E (RNase E),
suivi d'une dégradation exonucléolytique de 3' vers 5' (Condon et al., 2007). L'enzyme clé est
la RNase E, qui est spécifique des régions en simple-brin avec une préférence pour les
séquences riches en A/U (Arraiano et al., 2010). Cette protéine agit au sein d'un complexe
multiprotéique appelé dégradosome (Carpoussis 2007). C'est I'extrémité C-terminale de la
RNase E qui sert de base au recrutement de I'hélicase RhIB, de la PNPase (Polynucleotide
phosphorylase) et de I'énolase. L'activité¢ de la RNase E est sensible a I'état de
phosphorylation de I'extrémité 5' de I'ARNm : elle est plus active en présence d'une
extrémité 5' monophosphate que triphosphate. Il a été montré récemment qu'une étape clé

dans la dégradation des ARNm chez E. coli passe par la réduction de I'extrémité 5'
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triphosphate en monophosphate par la pyrophosphatase RppH (Deana et al., 2008). Aprés
clivage par la RNase E, les extrémités simple-brin générées sont ciblées par la PNPase qui est
une phosphorylase 3'-5'. Celle-ci est bloquée par des structures secondaires, comme par
exemple les terminateurs de transcription Rho-indépendant (Mackie et al., 2000). Pour
passer outre ces structures, la PNPase forme des complexes avec d'autres protéines, dont
I'hélicase RhIB au sein du dégradosome. Une autre stratégie consiste a recruter la PolyA-
polymérase | (PAP I). L'addition de 7-10 adénines sur I'ARNm est suffisante pour recruter la
PNPase couplée a I'hélicase RhIB (Chen et al., 2005). Deux autres exoribonucléases 3'-5' sont
impliquées dans la dégradation des ARNm : la RNase Il et R. La premiére est completement
inhibée par des structures secondaires (Mackie et al., 2000). La RNase R posséde un
domaine hélicase qui lui permet de défaire des structures secondaires (Awano et al., 2010).
Cette propriété pourrait expliquer sa conservation au détriment de la RNase Il chez les
bactéries psychotropes. Elle est globalement conservée dans I'ensemble des bactéries au
cours de I'évolution (Kaberdin et al., 2011). De plus, I'accumulation et la stabilité de cette
enzyme varient en réponse a de multiples stress (Chen et al., 2005). Les fragments générés
par les exoribonucléases varient de 2 a 5 nts et sont pris en charge I'oligoribonucléase Onr
pour générer des mononucléotides. Onr est enzyme essentielle chez E. coli (Ghosh et al.,
1999).

Réle de I'endoribonucléase Y et des exoribonucléases 5'-3' chez les bactéries Gram
positives ( ). Chez les bactéries Gram positives, la RNase E n'est pas conservée
(Kaberdin et al., 2011 ; Jester et al., 2012). La dégradation des ARNm fait intervenir deux
enzymes clés qui agissent en coopération : I'endoribonucléase Y (RNase Y) et le complexe
RNase J1/J2 (Condon et al, 2007). La RNase Y fait partie d'un complexe similaire au
dégradosome chez Bacillus subtilis (B. subtilis) (Commichau et al., 2009) et S. aureus (Roux et
al, 2011). Ce dernier comprend deux protéines glycolytiques, I|'énolase et Ila
phosphofructokinase, ainsi que I'hélicase CshA, les RNases J1/J2 et la PNPase. De maniére
intéressante, la localisation membranaire de la RNase Y de B. subtilis est indispensable a sa
fonction in vivo (Lahnik-Habrink et al., 2011). Les extrémités des ARNm clivés par la RNase Y
sont ciblés par deux types d'exoribonucléases : de 3' vers 5' via la PNPase (Deikus et al.,
2004), et de 5' vers 3' via les RNases J1 et J2. La RNase J1 posséde en plus une activité

endoribonucléase. Le role majeur de J1 et J2 dans |la dégradation des extrémités 5' explique
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pourquoi la présence d'éléments structuraux a cette extrémité protege efficacement les
ARNmM contre la dégradation chez B. subtilis (Sharp et al., 2005). La RNase J1 est essentielle
chez B. subtilis (Mathy et al., 2007), de méme que la RNase Y et la RNase Il (Durand et al.,
2012). En revanche, chez S. aureus, la RNase Y et la RNase Ill sont requises pour la virulence,
mais ne sont pas essentielles pour la croissance bactérienne. Associé au dégradosome chez
B. subtilis et S. aureus, se trouve la RpnA, co-facteur de la RNase P. Cette protéine est
essentielle chez S. aureus et dégrade les ARNm in vitro. Un inhibiteur de RpnA a un effet

global sur la stabilité des ARNm et sur la croissance bactérienne (Olson et al., 2010).

Des similitudes entre bactéries Gram positives et négatives. En plus de la RNase R et
la PNPase, une enzyme commune et importante dans la dégradation des ARNm est la
RNase Ill, enzyme ubiquitaire retrouvée dans I'ensemble du vivant (MacRae et al., 2007).
Cette endoribonucléase spécifique des régions double-brin (Gan et al., 2006) mature les
ARNr et ARNt (Condon et al., 2002), dégrade les duplexes SARN/ARNm (l11.B.2) et joue un
role dans le controle qualité des ARN en dégradant les long ARN antisens issus de la
transcription omniprésente du génome et des régions UTR des ARNm divergents qui sont
complémentaires chez S. aureus (Lioliou et al., 2012) (I1l.B.2.a).

Enfin, la présence d'enzymes glycolytiques au sein des dégradosomes est intriguante.
Senseurs de I'état métabolique de la bactérie (cycle TCA et glycolytique), il est suggéré
gu'elles pourraient coordonner I'action des RNases en réponse au stress (Carpoussis et al.,
2007).

Les bactéries régulent l'expression des génes en utilisant des protéines et des ARN
régulateurs. Quelles sont les caractéristiques qui distinguent ces régulateurs ? Existe-t-il
des connections entre leurs réseaux de controle? Quels sont les mécanismes de régulation

et quel est le poids des ARN régulateurs dans le pouvoir d'adaptation des bactéries ?
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Gram négatif : E. coli | Gram positif : B. subtilis
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Figure 4 : Dégradation des ARN chez E. coli et B. subtilis.

Trois RNases sont retrouvées en commun chez ces deux bactéries. La RNase lll, endoribonucléase spécifique
des ARN double-brin, la RNase R et la PNPase, exoribonucléase 3' vers 5' spécifique des régions simple brin.
Chez E. coli, la dégradation des ARNm passe par un clivage par la RNase E qui génere des fragments simple-brin
qui sont dégradés par les exoribonucléases 3'-5' (PNPase, RNase Il et R). L'action de la pyrophosphatase RppH
facilite I'action de la RNase E. La polyadénylation des ARN par PAP | déstabilise les ARN. Les fragments de 2-4
nts générés sont recyclés par Onr qui libéra des mononucléotides. Chez B. subtilis, le clivage généré par la
RNase Y (endoribonucléase) génére des substrats aux RNases J1 et J2 ayant une activité exoribonucléase 5'-3'.
Les enzymes Nrm A et B ont le méme réle que Onr. Un dégradosome est présent chez les deux bactéries, mais

les protéines qui le composent varient.
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La régulation par les ARN présente des propriétés uniques en terme de réponse et de
vitesse d'adaptation, par rapport aux facteurs de transcription (TF ou transcription factor). La
bactérie utilise avantageusement les deux types de régulation au sein de réseaux complexes

pour détecter et s'adapter a de brusques changements environnementaux.

Des études de simulations de réponse au stress ont apporté une vision quantitative
sur la régulation par les sARN (Shimoni et al., 2007, revue Beisel et al., 2010). Trois cas
distincts de régulation ont été comparés : via un répresseur de la transcription se liant a
I'ADN, via un sARN répresseur de la traduction d'un ARNm cible et enfin via des interactions
protéine-protéine au niveau post-traductionelle. L'attention portée sur les sARN répresseurs
se base sur le fait que la majorité des ARN régulateurs identifiés chez les entérobactéries, les
bactéries les plus étudiées étant E. coli et Salmonella typhimurium (S. typhimurium), inhibe
la traduction d'un ARNm cible et entraine sa dégradation (voir Ill.B).

La régulation par les sARN est idéale pour répondre rapidement au stress. Par souci
de clarté, je discuterai uniquement le scénario suivant : la cible a réguler est exprimée avant
la réponse au stress, les régulateurs non. Ce scénario implique que les régulateurs doivent
d'abord étre synthétisés de novo en réponse au stress. Plusieurs facteurs sont a prendre en
compte. Pour les sARN, les parameétres sont la vitesse de transcription du sARN et de I'ARNm
cible, leurs stabilités, leurs vitesses d'association, le nombre d'ARNm ciblés et pour finir, la
vitesse de dégradation des protéines cibles présentes avant le stimulus. Pour les deux autres
types de régulation, il s'agit de la vitesse de transcription des deux ARNm, leurs stabilités,
leurs vitesses de traduction, I'affinité des partenaires, et le nombre de sites a bloquer sur
I'ADN (dans le cas des TF) ou le nombre de protéines a lier (dans le cas des interactions

protéine-protéine). Une différence fondamentale distingue ces deux types de régulation : le
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taux de dégradation des protéines cibles présentes avant le stimulus. Ce dernier n'intervient
pas dans la régulation protéine-protéine puisque la formation du complexe suffit a inhiber
I'activité de la protéine cible. A l'inverse, les protéines cibles déja présentes au sein de la
bactérie continueront d'exercer leurs fonctions biologiques, méme lorsque la transcription
est éteinte. La répression ne sera totale que lorsqu'elles seront dégradées.

Dans le contexte décrit précédemment, la régulation par les sARN est la plus rapide.
En effet, les génes codant pour les sARN sont en général de petites tailles (de I'ordre d'une
centaine de nts). Couplés a une transcription massive et suffisante pour avoir une molécule
fonctionnelle, les sARN vont réguler rapidement la traduction de I'ARNm codant pour la
cible. L'effet sur la traduction des ARNm sera optimal quand la concentration intracellulaire
du sARN sera saturante. Sa vitesse de transcription est donc fondamentale. Néanmoins, la
répression du systéme ne sera totale que lorsque les protéines présentes avant le stress sont
dégradées. La régulation par les interactions protéine-protéine est plus lente a des temps
proches du stimulus. Cependant a intervalle de temps plus long, cette régulation aboutit
plus rapidement a une inhibition totale de la protéine cible car aucune étape de dégradation
n'est nécessaire. La régulation par les TF se fixant sur les promoteurs est la plus lente. Le TF
doit étre transcrit, traduit en quantité suffisante et se fixer a I'ADN. Durant ce laps de temps,
le géne cible continue d'étre transcrit et traduit, et les protéines cibles resteront actives tant
qu'elles ne sont pas dégradées. En résumé, pour répondre rapidement a un stress, la
régulation par les sARN est la plus avantageuse ( ), @ condition qu'ils soient
transcrits rapidement et massivement pour inhiber efficacement la traduction de I'ARNm
cible.

Que se passe t-il lorsque le stress est fini ? Dans le cas de nombreuses interactions
protéine-protéine, la réponse au stress passe par un changement conformationnel
favorisant au non la formation du complexe. Ainsi, la protéine ciblée est rapidement libérée
et donc fonctionnelle apres stress. Dans le cas des sARN, deux parametres sont a prendre en
compte. Premiérement, la vitesse de transcription des deux ARN, car tant que ce dernier est
en quantité supérieur a I'ARNm, le systéme restera éteint. Ensuite, la stabilité du sARN
détermine le laps de temps pendant lequel il régulera sa cible. De maniere intéressante, de
nombreux sARN sont stables. Chez les bactéries Gram positives ils sont généralement tres

structurés empéchant I'action des RNases (Rsa A-K chez S. aureus, voir IV.D.3). Chez les
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bactéries Gram négatives, la liaison du sARN a Hfq favorise la formation des duplexes
ARNmM/sARN et protége ces derniers contre la dégradation (voir I1I.C.1). Le temps de latence
est donc plus important pour les SARN que les interactions protéine-protéine. Ce temps de
latence est intéressant dans les cas de fluctuations rapides du milieu extracellulaire. Dans
une telle situation, la régulation par les sARN permettra de maintenir un niveau bas de la
cible (Beisel et al., 2010). Encore une fois, la régulation transcriptionnelle est la plus lente

( ) (Shinomi et al., 2007).

Pourquoi la bactérie ne privilégie t-elle pas uniquement la régulation par des
interactions protéine-protéine ? Cette question mérite d'étre posée puisque de nombreux
systtme a deux composants (Two Component System ou TCS) et senseurs
environnementaux se basent sur ce type d'interaction. En général, ces systemes aboutissent
a une activation ou répression directe de la transcription des génes (exemple de |'opéron
agr, voir 1V.D.2). De maniéere intéressante, les bactéries ont astucieusement combiné la
régulation protéine-protéine et les sARN pour établir des réseaux de régulation capables de
répondre rapidement a un stress et intégrer de multiples signaux extracellulaires. En effet, la
majorité des sARN identifiés sont sous le contréle de senseurs environnementaux. Ces
derniers sont soit des TF (OxyR, Fur), soit des régulateurs de transcription (response
regulator ou RR) issus des systémes a deux composant (TCS) (EnvZ-OmpR). Un TCS est
constitué d'une histidine kinase membranaire (HK) qui lors d'une variation brusque dans
I'environnement proche de la bactérie (pression osmotique, carence en nutriments etc.)
subit une autophosphorylation. Le groupement phosphate généré est ensuite transféré sur
le RR qui induit dans la plupart des cas un changement conformationnel de la protéine
aboutissant a la libération du domaine de liaison a I'ADN (DBD ou DNA binding domain). La
fixation du RR a I'ADN induit une transcription massive de genes nécessaires a |'adaptation
au stress (Stock et al., 2000), dont les génes des sARN. Cette transcription massive rend la
régulation par les sARN tres efficace, expliquant pourquoi les SARN ont été choisis au cours
de I'évolution pour accélérer la réponse au stress. De plus, les sARN sont capables de cibler
toutes les régions de I'ARNm, ouvrant de nouvelles perspectives de régulation (voir 11l.B) a
I'inverse des RR et activateurs/répresseurs qui assurent leurs fonctions uniquement au

niveau des promoteurs des genes. L'accumulation de mutations aux niveaux des séquences
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des sARN peut aboutir au ciblage de nouveaux ARNm. Un exemple est donné en 1ll.B.2.b
avec le régulon de o qui active I'expression de plusieurs génes lors d'un stress membranaire
dont deux sARN. Le régulon de ces derniers implique des génes contrdlant la viabilité de la
bactérie et permet a I'activateur de la transcription ot de réprimer indirectement des génes.
Un autre avantage de la régulation pourrait étre I'économie d'énergie et métabolique
die a I'absence de traduction. Néanmoins, cet aspect est sujet a débat de part la
transcription massive d'ARN nécessaire pour avoir un systeme de répression efficace (Beisel

etal., 2010).
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Simulations de réponses au stress d'aprés Shinomi et al., 2007.
La réponse via un sARN réprimant la traduction de sa cible est représentée en rouge. La régulation via
I'interaction entre deux protéines est montrée, enfin la régulation via un répresseur de la transcription est en
bleu. La cible a réguler est exprimée avant la réponse au stress, les régulateurs non. A. Niveaux de la protéine
cible pendant la réponse au stress (début symbolisé par un éclair). B. Ré-expression de la cible aprés stress.

Les réseaux de régulation des ARN reflétent leurs fonctions au sein de la physiologie
générale de la bactérie. La caractérisation de leurs fonctions passe obligatoirement par
I'identification de leur(s) cible(s) (ARNm ou protéine), ainsi que des signaux qui induisent
leur expression. Les circuits de régulation ont été particulierement bien étudiés chez E. coli
et S. typhymurium et ceux-ci sont incroyablement variés.

Single input module : L'expression d'un seul sARN peut coordonner |'expression de
plusieurs genes. Ce circuit de régulation est dit single input module. Par exemple, le SARN

RyhB d’E. coli est uniqguement induit lors d'une carence en fer. RhyB inhibe I'expression
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d'ARNm codants des protéines utilisant le fer, dont I'expression est inutile a la bactérie lors
d'une carence de cet élément (Massé et al., 2002) ( ). Dans ces conditions, RhyB est
essentiel a la croissance bactérienne. En présence de concentrations optimales en fer,
I'expression de RyhB est inhibée par le régulateur de transcription Fur pour conduire a la
synthése des protéines impliquées dans le métabolisme du fer et des mécanismes de
détoxification des ions hydroxyles réactifs.

Feedback loop : Dans le cas des boucles de rétro-controle (feedback loop), la cible
régule I'expression de son régulateur. Cette régulation peut étre positive et aboutit alors a
une amplification du signal, ou négative avec pour conséquence une vitesse de réponse
accrue et une diminution de la variabilité de réponse intercellulaire. Un exemple de
feedback loop négative est le réseau incluant les SARN OmrA et OmrB. La transcription de
ces sARN est sous la dépendance de OmpR, qui est I'effecteur du TCS EnvZ-OmpR induit lors
d'un choc osmotique. OmrA et OmrB inhibent la traduction d'ARNm codant des protéines
membranaires (ompT, ciaR) tout en stimulant leur dégradation rapide par la RNase E. Mais
OmrA et OmrB agissent également de la méme maniére sur |'expression d'OmpR (Guillier et
al., 2008) ( ).

Feedforward loop : La feedforward loop (FFL) associe des régulateurs de nature
différente qui vont contréler |'expression d'un méme géne. Ce type de circuit permet
d'intégrer plusieurs signaux de régulation pour amplifier la réponse soit en suractivant ou au
contraire en inhibant de maniere irréversible I'expression du gene cible. A haute pression
osmotique, 'ARNm ompF est inhibé de deux manieres : OmpR est phosphorylé et inhibe sa
transcription. En parallele, OmpR active la transcription de I'ARN MicF qui inhibe la
traduction de I'ARNm OmpF (Chen et al., 2004) ( ).

Ces circuits s'imbriguent les uns dans les autres pour former des réseaux denses et
complexes capables d'intégrer simultanément plusieurs signaux provenant du milieu
extracellulaire. Lorsqu’en plus ils incluent des TF, ces réseaux deviennent d’'une étonnante

complexité ( ) (Beisel et al., 2010).
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Figure 6 : Circuits de régulation de I'expression des génes et interconnexion des réseaux.

A. SIM: single input module. Fur réprime la transcription de RhyB qui inhibe la traduction de plusieurs ARNm
impliqués dans le métabolisme du fer. B. NFL : negative feedback loop. Le TF OmpR induit la transcription des
sARN OmrA et OmrB qui inhibent la traduction de protéines membranaires et d'OmpR. C. FL : feedback loop.
Selon la quantité de nutriments disponible, MicF inhibe la traduction de Lrp, ou bien Lrp inhibe la transcription
de MicF (Holmqvist et al., 2011) D. FFL : feedforward loop Selon la pression osmotique, OmpR inhibe la
transcription de ompC. En paralléle, OmpR active la transcription de MicC qui inhibe la traduction de I'ARNm
ompC. E. Réseau de régulation du facteur de transcription o° (codé par le géne rpoS), induit lors d'une réponse
au stress (Beisel et al 2010). F. et G. Interconnexion entre les circuits de régulation RpoS/OxyS (F) et
OmpR/Lrp/RpoE/HIID (G). Lrp et OmpR sont des TF qui possédent un réseau de régulation important
(http://regulondb.ccg.unam.mx/index.jsp) qui s'ajoute au régulon décrit. Les ARN régulateurs sont représentés
par des hexagones rouges, les TF par des ovales bleus. Les activations sont symbolisées par des fleches, les
inhibitions par des traits se terminant par une barre perpendiculaire.
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Pour terminer cette partie, j'aimerais mettre en avant des recherches récentes qui

révelent d'autres paramétres pouvant avoir une incidence sur le controle par les sARN.

La localisation intracellulaire des ARNm joue-t-elle un réle dans la régulation ? Le
premier aspect repose sur la localisation des ARNm et des sARN dans la bactérie : certains
ARNmM seraient transportés pour étre traduits et/ou régulés directement a |'endroit ou la
protéine est requise, comme par exemple, les protéines membranaires. Nevo Dinur et al.,,
2011 ont suivi la localisation des ARNm cat, codant pour une acétyltransférase
cytoplasmique, et lacY, codant pour une perméase liée a la membrane. Les ARNm ont été
fusionnés en 5’ avec 6 copies de I'ARN aptamere, qui est spécifiquement reconnu par la
protéine MS2, elle-méme fusionnée a la GFP (Green Fluorescent Protein). La localisation des
ARNm est donc réalisée par le biais de la formation d’une ribonucléoparticule chez E. coli.
Les résultats obtenus montrent que le signal de I'ARNm cat adopte une structure hélicoidale
caractéristique d'une localisation chromosomique, alors que I'ARNm JacY s'accumule a la
membrane de la bactérie (Nevo-Dinur et al., 2011) ( ). A l'inverse, Montero-
Llopis et al., 2010, qui ont utilisé une approche similaire, ont montré que les ARNm sont
transcrits et traduits au locus ou ils sont codés. Ces résultats contradictoires montrent qu’il
est encore difficile d’échaffauder des hypotheses sur la localisation des ARNm au sein des
bactéries mais |'utilisation de nouvelles méthodes de marquage de I’ARN pourrait lever
rapidement ces ambiglités permettant la localisation intracellulaire d'ARN et un suivi en
temps réel de leurs déplacements (Paige et al., 2011).

Néanmoins, le transport des ARNm peut avoir un impact sur la régulation par les
ARN. L’équipe d'H. Aiba a montré que la traduction de I’ARNm ptsG est réprimée par I’ARN
SgrS, lorsque I'ARNm est préférentiellement localisé a la membrane par l'insertion du
peptide naissant a la membrane interne. Dans des conditions normales de croissance, la
localisation de I'ARNm ptsG permet sans doute d’empécher d'autres cycles de traduction.
Localisé a la membrane, I'ARNm est moins accessible au ribosome donc moins protégé,
permettant a SgrS d'interagir avec ce dernier. La liaison de SgrS a I'ARNm ptsG résulte en une

inhibition de la traduction suivie d'une dégradation rapide de I'ARNm par la RNase E. Cette

23| Page



Introduction

étude souligne que les sARN doivent diffuser (passivement ou activement) rapidement a
I'endroit ou sont localisés les ARNm cibles, afin d’éviter un délai trop long dans la réponse au

stress (Kowatano et al., 2005) ( ).
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: Localisation des ARNm chez E. coli et régulation de I'ARNm pstG.

A. et B. L'ARNm cat code pour la chloramphénicol acétyltransférase, une protéine cytoplasmique. Le géne lacY
code pour la lactose perméase, une protéine liée a la membrane. Les transcrits sont visualisés via la MS2::GFP
qui se lie aux aptaméres MS2 clonés dans la région 5' des ARNm (Nevo-Dinur et al., 2011). C. L'ARNm ptsG est
localisé a la membrane pour éviter plusieurs cycles de traduction. Séquestré a la membrane, I'ARNm est
accessible au sARN SgrS, induit lors d'un stress au glucose. L'hybridation de SgrS a I'ARNm ptsG résulte en une
inhibition de la traduction couplée a une dégradation médiée par la RNase E. La protéine Hfq est requise dans
la régulation (Kowatano et al., 2005).

Meécanisme de résistance aux antibiotiques au sein d'une population. Un autre
niveau de régulation concerne le comportement des cellules individuelles au sein d’une
population. Une étude récente de Lee et al., 2010 décrit le comportement d'une population
de bactéries E. coli exposée de maniere cyclique a des doses croissantes d'un antibiotique.
De maniére inattendue, la population s'adapte dynamiquement a lI'augmentation constante
de la concentration en norfloxacine. La grande majorité des isolats prélevés possede une
résistance moindre a |'antibiotique que la population dans son ensemble, a I'exception de
quelques clones hyper-résistants. Ces derniers possédent une CMI (concentration minimale
inhibitrice) a la norfloxacine plus importante que la CMI mesurée au sein de la population. La
présence de ces quelques bactéries hyper-résistantes améliore la tolérance a l'antibiotique
de la population entiére. De quelle maniére ce message est-il transmis a la population ? Le
séquencage des génomes des isolats résistants révele une mutation conservée dans des
geénes cibles de la norfloxacine. Par exemple, tous les isolats présentent des mutations
récurrentes dans le géne de I'ADN gyrase gyrB, qui est I'une des cibles de I'antibiotique et

une mutation dans le gene codant une potentielle oxydoréductase conservée. D'autres

mutations sont spécifiques a chaque clone résistant. La présence commune de deux
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mutations dans tous les isolats tend a montrer qu'il y a eu un "ancétre" résistant a partir
duquel d'autres mutants ont dérivés. Un autre facteur déterminant est la production
d'indole par les cellules. Cette molécule, produite normalement par des bactéries non
stressées, est importante dans |'adaptation au stress oxydatif et dans l'activation des
pompes a efflux de médicaments. C'est la capacité des clones résistants a synthétiser en
continu des molécules d’indole qui est cruciale dans la réponse a I'antibiotique : en effet, ces
bactéries continueront a produire de I'indole méme en présence de norfloxacine. Cet indole
activera les réponses de tolérance au stress des bactéries sensibles a |'antibiotique se
trouvant dans leur voisinage proche, qui pourront alors survivre en maintenant leur
production de pompes a efflux de médicaments. C'est ainsi que le taux de survie général de
la population est amélioré ( ). Les différences entre bactéries au sein d'une
population et les communications cellule-cellule a grande échelle permettent ainsi d’intégrer
les signaux provenant du milieu extérieur pour favoriser une adaptation rapide aux

conditions de stress. Il est donc fort possible que la régulation par les SARN ne se fasse pas

de maniére homogeéne dans toutes les cellules.

A Indole B PR [P < [ . X
. ;i:flr? .. . NurTxa:|;~I:)\j)L:. (:'?.’ ('3.
n Y S DU R | S "'\%J *

) ) e R T A PSR | e
"(j . : * % i--_*i‘;"“: * ‘-;__(Il. .\II.)
™ O | e e o 4

‘I\.t_ R e , .
An ua D bactirics [Antibiotique] >> CMI |, 1500 [Antibiotique] < CMI

martes Resistant bacteria

: Résistance aux antibiotiques d'une population bactérienne d'apres Lee et al., 2010.
A. Population non stressée. Toutes les cellules sécrétent un niveau normal d'indole (rond bleu) B. La population
est soumise a une dose massive de Norfloxacine (étoile rouge) détruisant I'ensemble de la population C. La
population est soumise a une dose modérée d'antibiotique (60% de la CMI). Une partie de la population est
détruite. L'autre est protégée grace a l'apparition d'un mutant résistant qui continue a sécréter des molécules
d'indole, ce qui va activer I'expression des pompes a efflux de médicaments et les génes de tolérance aux
antibiotiques des bactéries a son voisinage.

La fonction d'un ARN régulateur est portée par sa structure et certains éléments de
séquence. Plusieurs classes d'ARN régulateurs ont été caractérisées a ce jour. Les
thermosenseurs et les riboswitch sont des ARNm portant directement les signaux

nécessaires a leur régulation. Les ARN non-codants agissant en trans se divisent en trois
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catégories. Les deux premieres regroupent des ARN régulateurs qui se lient a des ARNm
cibles par complémentarité de bases. On distingue les ARN antisens, codés au méme locus
que leurs genes cibles, et les ARN régulateurs codés a un autre locus. La troisieme regroupe
les ARN régulateurs interagissant directement avec des protéines. Enfin, il existe des ARN
régulateurs codant des peptides et des toxines (Fozo et al., 2008), et certains d’entre eux
possédent des domaines multiples de régulation (Romilly et al.,, 2012). Les figures illustrant
cette partie sont issues de deux revues dont je suis co-auteur : RNA-mediated regulation in
bacteria: from natural to artificial systems (Lioliou et al., 2010) et RNA mediated regulation

of virulence gene expression: another layer of complexity (Lioliou et al., 2011)

Les régions 5'UTR des ARNm ont évolué au cours du temps pour devenir de véritables
senseurs de I'état métabolique de la cellule. Ces régions 5'UTR, communément appelées
"riboswitch", sont capables de fixer des métabolites (thiamine pyrophosphate (TPP),
adénosylcobalamine (AdoCbl), flavine mononucléotide (FMN), glycine, S-adénosyl-
méthionine (SAM), lysine, Glucosamine-6-phosphate (GIcNP), guanine, adénine, 7-
aminoéthyl 7-deazaguanine (preQl), vitamine B-12) sans l'aide de cofacteurs (revues :
(Winkler et al., 2005, Coppins et al., 2007, Smith et al., 2010, Breaker 2011). Aux riboswitch
s'ajoutent les T-box, impliquées dans la liaison des ARNt et la modulation des besoins en
amino-acyl ARNt synthétase (revue Green et al., 2010), et les thermosenseurs capables de
détecter des variations de température. Je détaillerai par la suite uniguement les riboswitch,
en soulignant I'étonnante évolution qui s'est opérée entre les bactéries Gram positives et
négatives, et les thermosenseurs pour leurs liens entre la température et la synthese des

facteurs de virulence.

Caractéristiques des riboswitch. Les riboswitch les plus simples se composent de
deux parties. La région dite aptamere est responsable de la reconnaissance spécifique du
métabolite. La fixation de ce dernier entraine un changement conformationnel de la

plateforme d'expression. Ce changement de structure a des conséquences au niveau

26| Page



Introduction

transcriptionnel, en favorisant la formation d'un terminateur ou d'un antiterminateur de
transcription, ou au niveau traductionnel en rendant accessible ou en piégeant le site de
fixation du ribosome. De maniere intéressante, la structure et la séquence des aptameres
sont trés conservées au cours de |'évolution en opposition a la conservation de la plateforme
d'expression (Winkler et al., 2005). Depuis, des situations plus complexes montrant des
riboswitch en tandem sont décrites dans la revue de R. Breaker (Breaker 2012). Dans le cas
du gene gcvT chez B. subtilis, deux aptaméres lient de maniére coopérative de la glycine
pour réguler I'expression d'une seule plateforme de régulation au niveau transcriptionnel
(Mandal et al., 2004) ( ). Chez Bacillus anthracis, le gene tenA est sous le contréle
de deux riboswitch indépendants. Chacun d'entre eux fixe la TPP pour favoriser la formation
d'un terminateur de transcription (Welz et al., 2007) ( ). Chez une bactérie marine,
Candidatus Pelagibacter ubique, deux riboswitch indépendants controlent le gene bhmT et
fixent la SAM. L'originalité de ce systeme est que le premier inhibe la transcription alors que
le second régule la traduction de I'ARNm (Poiata et al., 2009) ( ). Enfin, chez Bacillus
clausii, le géne metE est sous le contréle de deux riboswitch indépendants modulant la

transcription, le premier fixant de la SAM, le second du AdoCbl (Sudarsan et al., 2006)
( ).
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Figure 9 : Mécanisme de régulation des riboswitch en tandem, d'aprés Breaker 2012.

A. Chez B. subtilis, I'opéron gcvT-gcvPA-gcvPB est sous le contréle d'un riboswitch ayant deux aptameres liant
la glycine et régulent de maniére coopérative une seule plateforme d'expression. La fixation du ligand empéche
la formation d'un terminateur de transcription (Mandal et al., 2004). B. Chez B. anthracis I'opéron tenA-
tauBCA-tenl-goxB-thiSGFD est sous le contréle de deux riboswitch TPP indépendants, favorisant la formation
d'un terminateur de transcription en présence du ligand (Welz et al., 2007). C. Chez C. P. ubique, le ggne bhmT
est sous le contréle de deux riboswitch SAM. La fixation du ligand conduit a la terminaison de la transcription
ou l'inhibition de la traduction (Poiata et al., 2009). D. Chez B. clausii, le géne metE est sous le contréle de deux
riboswitch indépendants, I'un liant SAM, l'autre AdoCbl. La fixation de I'un des ligands inhibe la transcription du
gene (Sudarsan et al., 2006).

La fréquence et les mécanismes de régulation des riboswitch varient entre bactéries
Gram positives et négatives. Les riboswitch sont généralement trouvés en amont d'un
opéron. Ce dernier regroupe des genes impliqués dans la biosynthése et le transport du
ligand fixé par le riboswitch. Les bactéries ont ainsi développé un mécanisme permettant de
moduler en temps réel I'expression des génes appartenant a une méme voie métabolique,
selon les ressources du métabolite en question (Winkler et al., 2005, Coppins et al., 2007,
Smith et al.,, 2010, Breaker 2011). D'un point de vue évolutif, les riboswitch fixant la TPP,
FMN, SAM, et AdoCbl sont trés conservés chez les bactéries (les TPP étant également
conservés chez les champignons et les plantes). Chez les firmicutes (bactéries a faible
pourcentage en GC comme S. aureus et B. subtilis), |'usage des riboswitch est tres répandu,

puisque l'ensemble des classes sont retrouvées (TPP, AdoCbl, FMN, glycine, SAN-1 lysine,
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GIcNP, guanine, adénine, preQ1) a I'exception de SAM de classe Il, qui reste spécifique aux
proteobactéries (E. coli). A l'inverse, méme si toutes les classes sont retrouvées chez les y-
portéobactéries, les espéces n'utilisent pas toutes les classes présentes. Par exemple, E. coli
ne posseéde que quatre types de riboswitch (TPP, AdoCbl, FMN, lysine). Un autre aspect
intéressant est que les riboswitch présents chez les firmicutes (Gram positif) régulent
majoritairement la transcription des génes en opposition au Gram négatif, qui utilise
majoritairement le controle traductionnel (Barrick et al., 2007). Cette observation a t-elle un
lien avec l'utilisation préférentielle de terminateurs de transcription Rho-indépendant chez
les firmicutes (Hoon et al., 2005) ou l'organisation des génes en opéron plus importantes
chez les bactéries Gram positives (253 opérons prédits chez E. coli contre 565 chez B.

subtilis) (Dam et al., 2007) ? (Figure 10)
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Figure 10 : Etude prédictive : fréquence d'apparition des différentes classes de riboswitch et proportion des
mécanismes de régulation utilisés chez les bactéries (Barrick et Breaker 2007).

A. Distribution des riboswitch : la taille des carrés est proportionnelle a la fréquence d'apparition de la classe
de riboswitch dans le groupe taxonomique considéré. B. Proportion des mécanismes de régulation utilisés par
de la plateforme (régulation transcriptionnelle, traductionnelle ou les deux) parmi les riboswitch prédits.

La structure du riboswitch de I'ARNm alx est sensible a la vitesse de la RNAP. La
vitesse de transcription est régulée par le taux de traduction (Proshkin et al., 2010) et peut

étre sensible a certaines conditions de stress rencontrées par la bactérie. C'est la base de la
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régulation de I'expression de I'ARNm alx sensible en fonction des variations du pH chez S.
typhimurium. Pour que I'ARNm puisse étre traduit, une transcription de novo est
indispensable. A pH neutre, la transcription de la région 5' UTR aboutit a la formation d'une
structure qui piége le site de liaison du ribosome (RBS ou ribosome binding site) dans une
région d'ARN double brin, rendant impossible la traduction. A l'inverse, a pH alcalin, les
pauses successives de I'ARNP favorisent la conformation active de la région 5'UTR
permettant la traduction de I'ARNm alx (Nechooshtan et al., 2009) ( ).

Le riboswitch gimS de B. subtilis ne change pas de conformation avec la liaison de
GIcN6P. Chez Bacillus subtilis, 'expression de I'ARNm g/mS est sous le controle d'un
ribozyme qui affecte la stabilité de 'ARNm. Une caractéristique remarquable est que sa
structure est indépendante de la fixation de GIcN6P. La fixation de GIcN6P aboutit a un
clivage auto catalytique du ribozyme rendant I'extrémité 5' de I'ARNm accessible a la RNase
J1, ce qui entraine une dégradation rapide de cet ARNm (Collins et al., 2007) (

). De maniere surprenante, la régulation de I'ARNm g/mS chez les entérobactéries ne fait
pas intervenir de riboswitch, mais deux sARN agissant en trans qui activent la traduction

(Gorke et al., 2008).
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Figure 11 : Régulation de I'expression de la région 5'UTR de I'ARNm alx chez E. coli. (Nechooshtan et al.,
2009) de I'ARNm gImsS chez B. subtilis (Collins et al., 2007).

A. Structure secondaire de la partie 5'UTR de I'ARNm alx a pH neutre. L'ARNP transcrit I'ARNm sans pause, le
RBS, constitué de la séquence Shine et Dalgarno (SD, en vert) et du codon d'initiation de la traduction AUG (en
vert également), est piégé dans une région double-brin empéchant l'initiation de la traduction B. A pH alcalin,
I'ARNP (RNAP, en violet) effectue deux pauses critiques (fleches oranges) durant la transcription de I'ARNm. La
premiere permet la formation d'une tige boucle (en rouge), la seconde l'interaction de deux tige-boucle
distantes (en bleu). La structure résultante présente un RBS accessible au ribosome, permettant l'initiation de
la traduction. C. Structure secondaire du ribozyme. A haute concentration, la glucosamine-6-phosphate
(GIcN6P) libre va se fixer sur la région aptameére située en 5'UTR de I'ARNm. Cette liaison n'induit pas de
modification de la structure secondaire mais un clivage auto catalytique site spécifique. Le fragment généré
subit une dégradation rapide via la RNase J1 (Collins et al., 2007). D. Structure cristalline du ribozyme glmS
(PDB 2HOX). E. Structure cristalline du ribozyme gImS en présence de glucose-6-phosphate (Glc6P) (PDB 2HOZ),
un inhibiteur compétitif du GIcN6P ne générant pas de clivage (Klein et al., 2006).

l1.B.1.b. Les thermosenseurs

La structure des thermosenseurs répond aux variations de température. Le mode

d'action de la grande majorité des thermosenseurs (Naberhaus et al., 2010) est basé sur une
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dénaturation progressive de la région 5'UTR d'un ARNm en fonction de la température. En
effet, le RBS est souvent piégé a basse température (30°C) dans une structure secondaire qui
est instable a plus haute température. La séquence SD est alors libérée et devient accessible
a la petite sous-unité du ribosome qui peut initier la traduction de I'ARNm.

Les appariements de bases non canoniques constituent le noyau fonctionnel des
thermosenseurs. Les thermosenseurs sont associés aux réponses aux chocs thermiques et a
la virulence de certains pathogénes. La conservation de séquence est relativement faible,
mais certains thermosenseurs présentent une structure secondaire conservée, comme les
éléments ROSE (Repressor Of heat Shock protein Expression) et four-U (Naberhaus et al.,
2010) ou la séquence SD est impliquée dans des appariements de bases non canoniques.
Une étude NMR (Chowdhury et al., 2006) montre la dénaturation progressive de I'élément
ROSE en fonction de l'augmentation de la température qui est initiée au niveau des

appariements non canoniques
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Un thermosenseur est a l'origine de I'expression des facteurs de virulence chez L.
monocytogenes. L. monocytogenes ne produit des facteurs de virulence qu'a 37°C, soit la
température de son hote ; cette particularité est due a un thermosenseur situé dans la
région 5'UTR de I'ARNm prfA, un TF régulant les genes de virulence chez L. monocytogenes
(Scortti et al., 2007). A 37°C, la structure qui piége la séquence SD se désagrége, rendant la

traduction de I'ARNm possible (Johansson et al, 2002) De maniére unique, ce
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thermosenseur est régulé par un riboswitch fixant de la SAM au niveau I'ARNm sreA. Dans ce
cas précis, le riboswitch agit en trans via la complémentarité de bases pour empécher la
traduction de I'ARNm prfA en piégeant le RBS. La formation de I'hybride riboswitch/ARNm
n'est possible qu'a haute température, lorsque le site de liaison sur I'ARNm prfA est
accessible. Ainsi, la virulence de la bactérie est doublement controlée par la température et

la disponibilité en nutriments (Loh et al., 2009) (Figure 13).
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Figure 13 : Chez L. monocytogenes, |'expression du facteur de transcription PrfA est controlée par la
température et I'état métabolique.

La structure secondaire du thermosenseur présent en 5'UTR de I'ARNm prfA piege le RBS a basse température.
A plus haute température (chez un hote), ce dernier devient accessible au ribosome. L'accumulation de la
protéine PrfA induit I'expression des facteurs de virulence et de I'ARNm sreA. Ce dernier forme avec PrfA une
boucle de retro-contrdle négative. Le riboswitch en 5' de I'ARNm serA peut agir en trans en s'appariant a la
forme ouverte de I'ARNm prfA pour piéger le RBS et inhiber la traduction (Loh et al., 2009)

I11.B.2. Les ARN régulateurs ciblant les ARNm
Deux classes peuvent étre distinguées. D'une part, les ARNas, codés au méme locus
gue leur ARNm cible, sont strictement complémentaires a leur cible. A l'inverse, les sARN

codés a un autre locus que I'ARNm cible, peuvent tolérer des mésappariements dans leur
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liaison. Les sARN ont donc la capacité de reconnaitre plusieurs ARNm cibles. La majorité des
ARN régulateurs, dont la fonction a été caractérisée inhibent la traduction d'ARNm en
piégeant le RBS dans une région en double-brin. Les données accumulées montrent
cependant que toute la séquence de I'ARNm peuvent étre ciblées par des sARN (Figure 14).
La formation des hybrides sSARN-ARNm peut influencer la transcription, la traduction, ou la

stabilité de I'ARNm.
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Figure 14 : La régulation par les ARN chez les bactéries.
A. Généralités sur les ARN régulateurs et les SARN. B. Régions de I'ARNm ciblées par les ARN.

111.B.2.a. Les ARN antisens

Les ARNas ont été les premiers ARN régulateurs identifiés chez les bactéries. Jusqu'a
récemment, la présence d'ARNas était confirmée principalement dans les éléments
génétiques mobiles, tels que les plasmides, les transposons et les phages (Wagner et al.,
2002). Les ARN antisens contrélent le taux de réplication, le taux de conjugaison ou la
partition des plasmides. Chez les phages, ils permettent le passage du cycle lytique au cycle
lysogénique. Certains ARNas du chromosome régulent |'expression des toxines (systeme

toxines-antitoxines de type |) impliquées dans des voies métaboliques, la réponse au stress
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ou la virulence. Les mécanismes de régulation influent sur la transcription, la traduction et la
stabilité des ARN ciblés (revue Brantl et al., 2007, Georg et al., 2011).

Un ARNas contréle la réplication du plasmide R1. La réplication du plasmide R1 est
sous le contréle de I'ARNas CopA (Nordstrom et al., 1984). Cet ARNas est transcrit
constitutivement et est rapidement dégradé. Dans des cellules en division rapide, les
concentrations de CopA et du répresseur transcriptionnel CopB sont faibles, favorisant la
transcription de I'ARNm codant pour RepA qui initie la réplication du plasmide. Cet ARNm
est faiblement traduit et sa traduction doit étre couplée a celle d'un peptide leader situé en
5' de I'ARNm, le peptide Tap. La traduction du peptide libére le site de fixation du ribosome
de I'ARNm repA, permettant sa traduction (revue Nordstrom et al., 2005). CopA est
complémentaire a la région 5’UTR de 'ARNm tap appelée CopT. En interagissant avec CopT,
CopA empéche la fixation du ribosome sur le RBS de tap et a cause du couplage
traductionnel, inhibe indirectement la synthese de RepA. L'efficacité du controle est
directement reliée a la vitesse de fixation de CopA a CopT. Le mécanisme d'interaction est
un processus multi-étapes qui commence par une reconnaissance boucle-boucle. Cette
interaction s'étend de maniere irréversible pour former une hélice ARN a quatre brins
stabilisée par une hélice réguliere de 30 pb située 2 nucléotides en amont de la séquence SD
de I'ARNm tap. Ce long duplexe est ciblé par la RNase Il qui dégradent les deux ARN (Kolb et
al., 2000, Kolb et al., 2001) ( ).

Maturation de I'extrémité 3' UTR par appariement d'un ARNas. GadY est un ARNas
chromosomique impliqué dans I'adaptation a un stress acide. Le géne codant pour GadY se
situe dans I'lGR de l'opéron gadXW et est complémentaire a la région 3'UTR de gadX.
L'ARNm gadXW est instable et rapidement dégradé mais la liaison du sARN GadY induit une
maturation qui génere deux ARNm distincts et plus stables, conduisant a une traduction des
protéines GadX et GadW (Opdyke et al., 2004). La RNase lll est impliquée dans cette
maturation (Opdyke et al., 2010), mais un mécanisme alternatif requiert également la RNase
E (Takada 2007) ( ).

Un long ARNas est a l'origine de I'expression différentielle des pompes a efflux chez
L. monocytogenes. Des études de séquencage a haut débit menée chez L. monocytogenes
ont abouti a l'identification de long ARNas grace a I'enrichissement en transcrits primaires

des échantillons séquencés. L'un d'entre eux, antiO605, a une taille de 5,8 kb et est sous le
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controle d'un promoteur o°. Sa partie 5' est complémentaire au géne Imo0605 codé sur
I'autre brin ADN alors que sa partie 3' code pour |'opéron Imo0606-0607-0608. Le gene
Imo0605 code pour une pompe a efflux de médicament de la famille MatE, I'opéron
Imo0606-0607-0608 pour deux pompes a efflux ATP-dépendantes et un TF. Dans une souche
sauvage, o° induit la transcription I'ARNas anti0605 qui s'accompagne d'une augmentation
de l'expression de I'opéron et d'une diminution des niveaux de Imo0605. A l'inverse, une
souche mutante n'exprimant plus 6® montre des niveaux d'ARNm /mo0605 plus important
que celle de I'opéron. S'agit t-il d'un cas d'interférence transcriptionnel ? antiO605 s'apparie
t-il a I'ARNm /mo0605 pour inhiber sa traduction ou diminuer sa stabilité, et si oui, quelles
RNases seraient impliquées dans la dégradation du duplexe, avec quels effets sur I'opéron
Imo0606-0607-0608 ? Grace a cet ARNas, L. monocytogenes dispose d'un systéme
permettant de découpler I'expression de deux familles de pompes en efflux. Il a été montré
gue les pompes a efflux de la famille MatE sont exprimées préférentiellement lorsque la
bactérie se trouve dans la circulation sanguine ; a l'inverse les pompes ATP dépendantes qui
sont exprimées au niveau de l'intestin. De maniére intéressante, ce systeme est également
trouvé chez une bactérie proche mais non-pathogene, L. innocua, mais trés faiblement
exprimé. Le répertoire d'ARNas et I'étude de leur expression pourraient donc permettre de
comprendre les mécanismes d'adaptation a I'humain des bactéries pathogenes (Wurtzel et
al., 2012) ( ).

L'’ARNas AmgR module |'expression des facteurs de virulence pour pérenniser
l'infection de Salmonella enterica. Définir les conditions dans lesquelles les ARNas sont
synthétisés est essentiel pour appréhender leurs fonctions biologiques. Les premiéres étapes
de l'infection par S. enterica requierent la synthése des facteurs de virulence pour coloniser
I'hote. Cependant, pour persister durablement, elle doit aussi veiller a masquer sa présence
au systéme immunitaire de I'hote en limitant la synthése de ces facteurs (Lee et al., 2010).
Cette dynamique est en particulier régulée par un ARNas de 1.2 kb, nommé AmgR, qui est
complémentaire a I'ARNm codant la protéine MgtC. Cette protéine est indispensable a la
virulence, la survie contre les macrophages et a des concentrations faibles en magnésium
(Mg™") (Alix et al., 2007). De maniére surprenante, le régulateur et sa cible sont sous le
contréle du méme TF, PhoP, sensible & la concentration intracellulaire de Mg**. Cependant,

le promoteur de amgR est plus faible que celui de mgtC. Lors d'une carence en Mg, PhoP
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active la transcription des deux ARNm. Mais I’ARNm amgR est transcrit a un taux moindre
qgue mgrC, ce qui permet |'accumulation de la protéine MgtC pendant un laps de temps
jusqu’a ce que la concentration de I'ARNas augmente. Il est intéressant de noter que
I'inactivation de AmgR rend Salmonella hypervirulente. Ce mécanisme original met en
évidence l'utilisation d'un ARN régulateur comme une horloge biologique répondant a un
métabolite, ici le Mg™, pour contrdler finement la virulence de S. enterica.

Les régions 5'UTR chevauchantes, nouveaux mécanismes de régulation de
I'expression des génes ? Récemment, |. Lasa et al., (2011) et E. Lioliou et al., (2012) ont
montré que des ARNas de S. aureus sont exprimés de maniére faible sur I'ensemble des deux
brins du génome, et que ces derniers sont rapidement dégradés par la RNase Ill. De maniere
intéressante, plusieurs ARNm possédent des régions 5'UTR chevauchantes qui sont ciblées
par la RNase Il pour aboutir a la formation d’ARNm leaderless ou avec une région 5'UTR tres
courte. C'est le cas des ARNm tagG et tagH qui possedent une région chevauchante
d'environ 180 nucléotides et qui codent chacun pour une sous-unité du transporteur ABC
TagGH. La RNase lll, en coopération avec d'autre(s) RNase(s) encore inconnue(s), est
responsable du raccourcissement des régions 5' UTR chevauchantes des deux ARNm. Celle
de I'ARNm tagH, apres coupure, s'arréte quelques nucléotides en amont de la séquence SD.
Ces ARNm sont-ils traduits ? Quel est l'impact de cette "maturation" sur leurs stabilités ?
Cette transcription omniprésente a été décrite dans d’autres bactéries mais le réle de Ila
RNase Il dans la dégradation des ARNas semblerait spécifique aux bactéries Gram-positives

(Lasa et al., 2011) ( ).
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Figure 15 : Exemples de régulation par les ARNas.

A. Régulation de la réplication du plasmide R1 par I'ARN CopA (en rouge), antisens a I'ARNm copT (en noir)
codant pour RepA. Le processus d'interaction se fait en plusieurs étapes. La premiére consiste en une
interaction boucle-boucle stable, qui se propage pour former une jonction a 4 hélices. Cette structure empéche
la fixation du ribosome sur le RBS de tap (Kolb et al., 2001). Les duplexes sont dégradés par la RNase Il B.
Stabilisation de I'ARNm gadXW via l'interaction de I'ARN antisens GadY en 3' UTR. Le duplex est clivé par une
RNase, ce qui aboutit a une stabilisation des transcrits (Klein et al., 2006). C. Chez L. monocytogenes, |'ARNas
anti0605 est complémentaire a Imo-0605 et posséde la séquence codante pour I'opéron Imo-0606-0607-0608.
L'ARNas est sous le contréle d'un promoteur cB, et aboutit a une expression de I'opéron et une inhibition de
I'expression de I'ARNm Imo-0605. Le mécanisme exact de régulation reste a déterminer (Wurtzel et al., 2012).
D. Chez S. aureus, les régions 5'UTR chevauchantes des ARN tagG et tagH sont résolues par la RNase I,
générant des régions 5'UTR trés courte, notamment pour I'ARNm tagH (Lioliou et al., 2012)

111.B.2.b. Les sARN agissant en trans

La liaison d'un sARN a 'ARNm cible ouvre la voie a une pléthore de mécanismes de
régulation aussi bien au niveau de la transcription, l'initiation de la traduction que sur la
stabilité des ARN. Les études réalisées chez les entérobactéries ont permis d’établir certains

concepts généraux sur la fonction et le mode d’action des sARN: leur transcription est
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souvent sous le contréle de signaux extérieurs (stress, systéme de densité cellulaire, voir
[II.LA.1), ils coordonnent I'expression de nombreux genes qui sont fonctionnellement reliés
(métabolisme du fer et des sucres, facteurs de virulence, protéines membranaires) ou
régulent la synthése des facteurs de transcription induisant de nombreux effets indirects ;
les sARN agissent en concert avec la protéine Hfg sur leurs ARNm cibles (voir IIl.C.1).
Quelques exemples qui illustrent la diversité des mécanismes sont présentés ci-dessous.

Le sARN se fixe au RBS pour réprimer la traduction. Les protéines membranaires
(OMP ou Outer Membrane Protein) et les liposaccharides (LPS) assurent l'intégrité de la
bactérie en formant une barriére sélective qui la protége contre des stress extérieurs ou des
corps étrangers comme les peptides antimicrobiens du systeme immunitaire. Chez E. coli et
S. typhimurium, des ARN régulateurs sont au cceur des réseaux de régulation des protéines
de I'enveloppe pour adapter rapidement la croissance de la bactérie a un large panel de
stress (Guillier et al., 2006, Papenfort et al., 2009). Des dommages de la membrane externe
ou une accumulation de protéines mal repliées, conduit a I'activation de ¢, séquestré au
niveau de la membrane interne. L'expression de plus de 100 génes est activée directement
par of, i.e. des protéines chaperonnes, des protéines impliquées dans la synthése de LPS ou
d'autres facteurs o (comme rpoH ou 0%, impliqué dans la réponse aux chocs thermiques)
(Rhodius et al., 2006) ( ). Cependant, l'induction de of entraine aussi une
diminution de l'expression de certains geénes, ce qui au premier abord peut paraitre
paradoxal pour un activateur de la transcription. Cette répression est en fait indirecte et
implique I'activation de deux ARN régulateurs, MicA et RybB, qui sont les répresseurs du
régulon de of (Gogol et al 2011). Ces sARN régulent I'expression de plusieurs ARNm cibles,
dont certains sont en commun, chacun utilisant un site de liaison différent ( ).
Certains circuits semblent contradictoires. Par exemple, MicA et RybB régulent
négativement I'expression de yfeK et htrG, qui sont pourtant induits par of. Cette
"feedforward" loop contr6le un mécanisme de mort programmée de la bactérie, la
surexpression de ces deux protéines étant |étale pour la bactérie. Lorsque la perturbation de
I'homéostasie membranaire atteint un niveau trop important qui ne peut étre secouru, la
surexpression de of et donc de yfeK et htrG, devient létale. La mort programmée des
bactéries diminue la taille de la population et la compétition pour |'assimilation des

nutriments en période de stress sera moindre. MicA et RybB, avec la protéine Hfqg (III.C.1)
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ciblent principalement le RBS des ARNm cibles. Ils inhibent ainsi la traduction qui est
rapidement suivie d'une dégradation de I'hybride via la RNase E (Gogol et al., 2011) (Figure
16 C). D'autres sARN ciblent la séquence codante en dehors du RBS, comme MicC, qui
reconnait I'ARNm ompC au niveau de sa CDS sans affecter la traduction de I'ARNm.
Néanmoins, la liaison de MicC induit un clivage par la RNase E qui aboutit a une dégradation

de I'ARNm ompC (Pfeiffer et al., 2009).
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Figure 16 : Répression de la traduction par les sARN.

A. B. Role des ARN régulateurs dans le régulon de o d'aprés Gogol et al., 2011 A. L'accumulation de protéines
mal repliées (en rouge) active les protéines transmembranaires DegS (en noir), RseP (en orange) et le complexe
cytoplasmique CIpXP (vert). Ces trois protéines dégradent la protéine RseA (en violet) qui séquestre le facteur
de transcription o (en bleu) (Ades et al., 2008). o active la transcription d'une centaine de génes, dont MicA et
RybB (Rhodius et al., 2006) B. Structure secondaire de MicA (en rouge) (Udekwu et al., 2005) et RybB (en violet)
(Johansen et al.,, 2006). Les réseaux de régulation de chaque ARN sont représentés en dessous. La
« feedforward loop », a gauche, montre le lien entre les sARN, of et les geénes yfeK et htrG. C. Régulation de
I'ARNm ompA par les deux sARN. Chacun cible I'ARNm avec un motif différent. Les sARN ciblent le site de
fixation du ribosome (SD et codon d'initiation de la traduction AUG en vert). Le duplex est ciblé rapidement par
la RNase E (en jaune) et Hfg (en violet) en vue de sa dégradation.
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Le sARN se fixe au niveau d’un site transitoire du ribosome appelé « stand-by ».
Chez E. coli, le systeme toxine/antitoxine tisAB joue un r6le dans la réponse SOS déclenchée
par des dommages au niveau de I'ADN. Ce systéme consiste en la régulation de I'expression
de I'ARNm tisAB par le sARN IstR1. TisAB est une toxine dont |'expression est sous le controle
du répresseur LexA. La transcription de IstR1 est constitutive et permet de neutraliser le
niveau basal de I'ARNm tisAB qui échappe au controle par LexA. L'ARNm tisAB est fortement
structuré et son RBS est inaccessible. Pour étre traduit, le ribosome se fixe sur une région
éloignée en aval du RBS en 5'UTR, appelée "stand-by". Il a été suggéré que le ribosome
effectue un saut depuis ce site pour se lier au RBS transitoirement accessible. L'ARN IstR1
cible la région "stand-by" par un appariement de 30 bases sans l'aide de Hfg, empéchant la
venue du ribosome. L'inhibition indirecte de la traduction de I'ARNm cible est rapidement
suivie par la dégradation du duplex par la RNase Il (Darfeuille et al., 2007). Dés que la
réponse SOS est enclenchée, la répression assurée par LexA est levée, entrainant la synthese
de I'ARNm tisAB, et donc de la toxine. La présence de cette toxine peut soit ralentir la
croissance, permettant ainsi a E. coli de s'adapter au stress (Vogel et al., 2004), soit étre
létale pour économiser les ressources et nutriments au profit du reste de la population
(Bukowski et al., 2011) ( ). On pourrait se demander si ce type de mécanisme n’est
pas plus général sachant que dans de nombreux ARNm chez E. coli, la séquence SD est
souvent prise dans une structure secondaire. Par ailleurs, d’autres sARN se fixent dans des
régions en simple brin éloignées du site RBS (Holmquvist et al., 2010). Récemment, Desnoyers
& Massé (2012) ont montré que Spot 42 se fixe a I’ARNm sdhC dans une région éloignée du

RBS et recrute la protéine Hfg pour inhiber [linitiation de la traduction (lll.C.1).
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Mécanisme de répression de la traduction par I'ARN, d'aprés Darfeuille et al., 2007.
Dans des conditions normales, le ribosome se fixe sur une région en 5'UTR, puis "saute" vers le RBS. L'ARN IstR-
1 cible cette région "stand-by". Le duplex formé est ciblé par la RNase Ill. L'ARNm non traduit sera ensuite
rapidement dégradé.

41| Page



Introduction

Le sARN active la traduction par une diversité de mécanismes. De nouveaux
mécanismes originaux d'activation ont été découverts récemment. Un premier mécanisme
consiste a empécher la formation d'une structure inhibitrice séquestrant le RBS d'un ARNm.
C'est le cas de I'ARNIII qui posséde plusieurs domaines de régulation, dont le domaine 5' qui
interagit en amont du RBS de I'ARNm hla, codant I'hémolysine a. L'ARNIII empéche la
formation d’une région en double brin pour activer la traduction de I'ARNm ( ).

Chez Pseudomonas aeruginosa, le sSARN PhrS active la traduction de I'ARNm uof-pgsR
de maniére indirecte en utilisant un couplage traductionnel. Les RBS des deux ORF sont
piégés dans une structure en double-brin. En condition anaérobie, le régulateur ANR
(Oxygen response regulator) active la traduction de PhrS. Par une région hautement
conservée, PhrS se lie a I'ARNm uof-pgsR et libére le RBS du peptide leader uof. La traduction
du peptide leader libere la séquence SD du géne pgsR situé en 3' pour activer sa traduction
(Sonnleitner et al., 2011) ( ).

Un troisieme mécanisme conduit a la stabilisation des ARNm. Chez Clostridium
perfringens, le RBS de I'ARNm colA, codant la collagénase, est inaccessible au ribosome car
piégé dans une structure en tige-boucle stable. En se fixant a I'extrémité 5' de 'ARNm, I'ARN
VR induit une maturation spécifique de I'ARNm par une endoribonucléase inconnue qui
permet de générer un ARNm doté d'une région 5'UTR plus courte. Cet ARNm présente une
tige-boucle stable en 5' mais un RBS libre et accessible, permettant sa traduction. L'absence
de résidus non appariés en 5' empéche probablement la dégradation de I'ARNm par la
RNase J1 (Obana et al., 2010) ( ).

L'ARNm ska, qui code un facteur de virulence de Streptococcus pyogenes, est
reconnu par le sSARN FasX. La fixation de FasX n'a pas d'effet direct sur la traduction, mais
protege |'extrémité 5' de I'ARNm ska probablement contre I'activité exoribonucléase de la

RNase J1 (Ramirez-Pena et al., 2010) ( ).
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Figure 18 : Activation de la traduction et stabilisation des ARNm.

Les ARN régulateurs sont en noir et les ARNm cible en gris. A. Chez S. aureus, I'ARNIII cible 'ARNm hla et libere
le RBS piégé dans une région en double-brin, activant ainsi la traduction (Morfelt et al., 1996) B. Chez P.
aeruginosa, le passage en condition anaérobie induit I'expression de PhrS. Sa liaison a I'ARNm uof-pgsR libére
le RBS du peptide leader uof. La traduction de uof libere le RBS de pgsR (Sooleitner et al., 2011). C. Chez C.
perfingens, la liaison du sARN VR a I'ARNm colA va induire le clivage par une endoribonucléase (en rouge).
L'ARNm généré est a la fois plus stable de par la présence d'une tige-boucle en 5' qui le protége de I'action de
la RNase J1 (en jaune) et accessible au ribosome (Obana et al., 2010). D. Chez S. pyogenes, le sARN FasX se lie a
I'extrémité 5' de I'ARNm ska, le protégeant de la dégradation par la RNase J1 (Ramirez-Pena et al., 2010).

Astivotion de la treduction
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111.B.3. Les sARN séquestrant des protéines
Certains ARN exercent leur fonction en interagissant directement avec des protéines
et en modulant leur activité. Chez P. aeruginosa, les ARN RsmY et RsmZ se fixent a la
protéine RsmA. Cette interaction aboutit a une répression des genes impliqués dans le
systéme de sécrétion de type 3, et de maniere additive, a un effet positif sur le gene pel et le
systeme de sécrétion de type 6 impliqué dans la formation de biofilm. La transcription de ces

sARN passe par une cascade de régulation complexe qui débute par le systéme TCS
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GacA/GacS. L'activation de GasA via une phosphorylation stimule I'expression de RsmY et
RsmZ. Ce systeme TCS est régulé soit par le senseur RetS (Ventre et al., 2006), soit par la
protéine HptB qui appartiennent a deux réseaux de signalisation différents. RetS inactive
directement GacS, et indirectement, réprime la synthése des deux sARN, alors que HptB ne
module que |'expression de RsmY (Bordi et al., 2010). Le mécanisme d'action de ces ARN a
été mieux compris aprés I'étude structurale de la RNP RsmE (homologue de RsmA) fixée a un
ARNm cible par RMN, chez P. fluorescens (Schubert et al., 2007). Un site minimal de liaison
sur I'ARN a ainsi été mis en évidence, qui est défini par la séquence A/UCANGGANGU/A. La
protéine RsmE reconnait spécifiguement la séquence GGA accessible localisée dans une
boucle apicale d’une structure en tige-boucle ( ). Les sARN, qui séquestrent des
protéines présentent la méme signature, que celle trouvée dans les ARNm ciblés par ces
facteurs. Alors que ce motif est présent en une ou deux copies sur 'ARNm, Rsmz/Y
possedent 5 a 6 motifs. Ces sARN représentent un leurre pour RsmA conduisant a sa
séquestration. Chez E. coli, CsrB (homologue de RsmY et Z de P. aeruginosa) contient 22
séquences contenant le motif GGA et peut interagir avec 9 protéines CsrA (homologue de
RsmA) (Babitzke et al., 2007, Liu et al., 1997). Un systeme de régulation similaire a été
récemment découvert pour le régulateur global de la traduction Crc qui permet a la bactérie
de choisir la meilleure source carbonée. Cette protéine, qui reconnait un motif UAAUAAUAA
présent dans les sites RBS des ARNm cibles, est séquestrée par un ARN CrcZ contenant 6
motifs identiques dans des conditions moins favorables de croissance (Sonntleiner et al.,
2009 ; Moreno et al., 2012). Ces exemples illustrent une évolution convergente de deux ARN

pour réguler I'activité d’'une protéine fixant I’ARN.
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Régulation de I'activité de RsmA par les SARN RsmY et RsmZ d'apres Bordi et al., 2010.
A. Chez P. aeruginosa, le systéme a deux composants GacS (en mauve)/GacA (en rose) active la synthése de
RsmY et Z. Ces ARN séquestrent la protéine RsmA via des motifs CCA en vert. Le systéme est modulé par le
senseur RetS (en vert), et RsmY par HptB (en bleu). B. Structure de l'interaction de RsmE (dimeére bleu et vert)
avec I'ARN hcnA, résolue par RMN (Schubert et al., 2007), PDB : 2JPP.

Chez E. coli, 'ARNG6S est un ARNnc stable qui s'accumule en phase stationnaire de
croissance. Son rdle est de diminuer la transcription de certains génes par le facteur ¢”°
durant cette phase. Sa structure secondaire mime une bulle de transcription qui recrute
I'ARNP lorsqu'elle est liée au facteur général de la transcription o’ (Wassarman et al., 2000,
Trotocaud et al.,, 2005). Pour se dissocier de ce site, I'holoenzyme ARNP/c”® synthétise un
ARN dit ARN produit (pARN), en se servant de I'ARN6S comme matrice. Cette synthése est
indispensable a la bactérie pour quitter la phase stationnaire lorsque les conditions du milieu
sont favorables, i.e. lorsque la concentration en NTP augmente. En effet, chez des mutants
de I'ARN6S capables de lier I'holoenzyme tout en empéchant la synthése des pARN, on
observe une diminution de la viabilité cellulaire. Deux copies de I'ARN 6S, 65-1 et 6S5-2, sont
trouvées chez B. subtilis. De maniére intéressante, leurs fonctions sont indépendantes

puisque 65-2 ne permet pas la synthese de pARN (Cavanagh et al., 2012).
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Les protéines associées aux sARN exercent de nombreuses fonctions en stabilisant
des sARN, en facilitant l'interaction SARN-ARNm, et en modifiant les structures secondaires

des ARN.

La protéine Hfg (Host factor QB8), homologue aux protéines Sm chez les eucaryotes,
joue un réle important dans la régulation par les SARN chez de nombreuses bactéries (revue
Vogel et al., 2011). Sous sa forme fonctionnelle homohexamérique, Hfq facilite l'interaction
ARNmM/sARN en favorisant les repliements intra- et inter-moléculaires, et ainsi la formation
d'un duplex stable (Aiba et al., 2007, Hopkins et al., 2009). En recrutant la RNase E, Hfq
stimule la dégradation des ARNm cibles appariés aux sARN (Morita et al., 2005 ; Masse et al.,
2003). A l'inverse, la liaison de Hfq peut protéger les ARN contre la dégradation. Par
exemple, le site de fixation de Hfg a RyhB coincide avec le site reconnu par la RNase E (Moll
et al., 2003). La bibliographie attenante a Hfq est impossible a résumer en quelques
paragraphes. C'est pourquoi je me suis concentré sur quelques études qui me semblaient
apporter une vue assez précise du fonctionnement de Hfq.

Trois faces pour trois sites de fixation des ARN. D'un point de vue structural, Hfq
forme un homohexamere dont la structure quaternaire ressemble a un anneau (Sauter et
al., 2003). L'une des faces de I’'hexamére, appelée face proximale, lie les séquences riches en
U retrouvées chez les sARN possédant a leur extrémité 5' un terminateur de transcription
Rho-indépendant (Sauer et al., 2011). L'autre face, dite distale, lie les ARN présentant les
motifs AAYAAYAA ou ARNN (ou Y représente les pyrimidines C et U et R, les purines G et A, N
pour tout nucléotide). Cependant, il est important de souligner que les faces distales et
proximales ne se lient pas préférentiellement a une classe d'ARN (Vogel et al., 2011). Les
protéines Hfq de y- et B-proteobacteria possedent une longue extension C-terminale, a
I'inverse de celles synthétisées dans les bactéries Gram positif comme S. aureus ou B.
subtilis. Chez E. coli, le domaine C-terminal présente de nombreuses charges positives utiles

pour la liaison de long ARN (Vecereck et al., 2008 ; Beich-Frandsen et al., 2011). Les données
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cristallographiques disponibles montrent que la structure du coeur N-terminal de I'enzyme
est conservée malgré des potentiels électrostatiques différents entre les bactéries Gram
positif et Gram négatif (Brennan et al., 2007) (Figure 20).

Récemment il a été suggéré que la surface latérale de Hfq représente un troisieme
site indépendant de fixation au sARN. Un modele de [linteraction Hfq de S.
typhimurium/sARN a été proposé dans lequel I'extrémité 3’ du sARN se fixerait sur le site
proximal de Hfq alors que le coeur du sARN et la séquence de fixation a ’ARNm seraient
reconnus par la surface latérale. Apres fixation de I’ARNm, le sARN serait relargué par un

changement de conformation de Hfq (Sauer et al., 2012) (Figure 20).

5. oureus Face E. coli
proximale

Hig E coli + domaine C-terminal

face latérale

&

5. typhimurimn

)
Fixation SAKm, ¥
¢ formation duplexe

L

Figure 20 : Structures 3D des protéines Hfq d'E. coli (Hfq..) et S. aureus (Hfq,,) et modeéle d'interaction sur la
face latérale chez S. typhimurium.
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Gauche : surfaces électrostatiques potentielles et sites de liaison des ARN d'apres la revue de Brenan et al.,
2007. La structure de Hfgs, montre la liaison d'un ARN AU;G sur la face proximale, celle de Hfg.. montre les
sites de liaison d'ARN polyA (A,; pour la vue de cOté et A, pour la vue de la face distale). Les régions bleues
sont électropositives, les zones rouges électronégatives. Droite : modélisation de la partie C-terminale de Hfqe.
avec au centre la structure cristalline de la région N-terminale en gris (Beich-Frandsen et al., 2011). En bas,
modele d'interaction entre un sARN et la protéine Hfg de S. typhymurium. Ici, la face latérale de I'hexamere
fixe certaines régions du sARN, tandis que le terminateur se fixe via la face proximale. Aprés venue de I'ARNm
(en bleu) sur la face distale, I'hybride ARNm/sARN se forme (Sauer et al., 2012).

Compétition des ARN pour la fixation a Hfq : recyclage dynamique des ARN. Hfq est
une protéine abondante chez E. coli, i.e. 400 et 1000 hexaméres de Hfg/cellule. Néanmoins,
le nombre de molécules d'ARNm et de sARN capables de se lier a Hfg serait largement
excédentaire. De plus, la liaison de Hfg a ’ARN est stable et incompatible avec les temps de

réponse au stress. Quels sont les effets d'Hfg sur la vitesse de formation des hybrides

ARNmM/sARN et comment sont-ils
Modile de recyclage actif des ARM ligs a Hig

déplacés de l'anneau? En général,
ARHNm
M Hfq augmente la vitesse
‘:‘—)b —_— d'association entre les deux ARN.
sOKM
Ly

Recyclage dynamique des ARN
liés a Hfq d'apres Fender et al., 2010.
La liaison des ARN a Hfg favorise la
formation d'un duplex sARN/ARNm cible. Le
relargage du duplex se fait de fagon
dynamique par des cycles trés rapides
d'associations/dissociations d'autres sARN
en trans au niveau de I'hexameére, qui a
terme vont remplacer le duplex. sARN en
rouge, ARNm en bleu, hexamere Hfg en
gris.

Une étude récente a montré que la
formation du duplex est couplée a un recyclage actif des ARN par une série
d'associations/dissociations au cours desquelles les sSARN en trans déplacent graduellement
les duplex stables liés a Hfq. Par exemple, dans le cas de l'interaction MicC/ompC chez E.
coli, Hfq favorise la stabilisation des duplex préformés et, les molécules d'ARN MicC libres en

trans déplacent activement le duplex en se liant a Hfg (Fender et al., 2010) ( ).

Divergence entre bactéries Gram positif et négatif. Le role d'Hfg est prépondérant

chez les bactéries Gram négatif. Si la délétion du gene codant n'affecte pas la viabilité, son
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impact sur la croissance et I'adaptation aux stress est considérable chez E. coli. Chez les
bactéries Gram positif, I'importance d’Hfq souleve d'avantage de questions. En effet, I'étude
comparative de plusieurs génomes montre qu'une seule espéce connue de vy-
protéobactéries ne possede pas Hfq, alors que la proportion de bactéries n'ayant pas Hfg est
plus grande chez les bactéries Gram positif (Chao et al., 2010). Cependant, Hfg est requise
pour l'expression des génes de virulence chez L. monocytogenes (Nielsen et al., 2010), alors
gue la délétion du géne codant Hfg dans plusieurs souches de S. aureus n'a pas d'influence
sur la croissance, I'adaptation au stress et la virulence (Bohn et al., 2007). La régulation des
génes cibles de I'ARNIII chez S. aureus (Boisset et al., 2005) et CodY chez B. subtilis (Preis et
al., 2009) ne requiert pas la présence de Hfg. L'expression en trans de la protéine Hfqg de S.
aureus ne complémente pas des mutants Hfg d'E. coli (Vecerek et al., 2007) et de S.
typhimurium (Rochat et al., 2012). De maniéere contradictoire, la délétion de Hfq dans la
souche NCTC-8325 de S. aureus semble avoir un impact sur la pigmentation et la pathogénie
de la bactérie et sur la virulence, cependant un lien direct entre la délétion de Hfqg et la
régulation par les ARN n'a pas été démontré (Liu et al 2005). Pourquoi ne pas supposer que
les différences de charge observées entre Hfg d’E. coli et de S. aureus pourraient résulter en
des propriétés de fixation différente des deux protéines. Ainsi les protéines auraient peut-
étre divergées au cours de I'évolution pour acquérir ou perdre de nouvelles fonctions. Le cas
de S. aureus est particulierement intéressant, puisque la face distale, importante dans la
fixation des ARNm, et la latérale, importante dans la fixation des sARN ont accumulé un
potentiel électrostatique négatif fort au cours de I'évolution. Quel type d'ARN Hfq lie t'elle et
comment assure-t-elle sa fonction biologique chez S. aureus ?

De part son mode d’action, Hfq est douée de multiples activités. Chez E. coli, Hfq est
capable de fixer le facteur de terminaison Rho pour favoriser le processus d'anti-
terminaison. Le complexe Rho-Hfq est plus stable en présence d'ARN et empéche I'hydrolyse
de I'ATP par Rho (Rabhi et al., 2011). Par ailleurs, le sSARN Spot 42 recrute Hfq pour se lier a
une séquence riche en A/U de son ARNm cible sdhC proche du RBS. Spot 42 n'inhibe pas
directement la traduction car son site d'interaction est trop éloigné du RBS de I'ARNm sdhC.
Néanmoins, I'encombrement stérique d{ a la fixation de Hfg entraine une compétition
directe avec la sous-unité 30S, inhibant ainsi la traduction de I'ARNm cible (Desnoyer et al.,

2012). Hfg agit en tant que régulateur et le SARN comme facteur accessoire.
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L’activité de Hfq peut étre aussi modulée par diverses protéines. Chez E. coli, la
protéine RelA stimule I'activité de RyhB en agissant sur Hfg. Cette protéine est responsable
du ralentissement de la croissance de la bactérie sur un milieu pauvre en fer, et permet la
synthése de la molécule signal ppGpp. Ce ralentissement est important pour la bactérie,
puisqu'il permet un redémarrage tres rapide lorsque le milieu est complémenté en fer, a
I'inverse de ce qui est observé pour une souche délétée du gene relA. RelA favorise
I'oligomérisation de Hfg sous sa forme active hexamerique. Ainsi, RyhB est plus facilement
reconnu par Hfg en présence de RelA, et régule plus efficacement la traduction de ses ARNm
cibles (Argaman et al., 2012). Toujours chez E. coli, I'activation de la traduction de I'ARNm
rpoS par DsrA requiert Hfg, mais également I'action d'une ARN hélicase, CsdA, qui va libérer
le site d'interaction de DrsA sur I'ARNm. La liaison du sARN empéche la formation d'une
structure inhibitrice piégeant la SD, activant la traduction de I'ARN a basse température.
Cependant, il n'y a pas d'interaction physique entre CsdA et Hfq (Resch et al., 2010).

Hfq est capable de se lier a des enzymes impliqués dans la dégradation des ARN

(PNPase, RNase E, PAP |), a la réplicase du phage QB et a I'ADN (revue : Vogel et al., 2011).

Existe-t-il une machinerie protéique, autre que Hfg, capable de contribuer a la
régulation par les ARN ?

Une étude menée chez Sinorhizobium melitoli montre que la protéine SMc011113
(orthologue a la protéine Ybel chez E. coli), une métalloprotéine ubiquitaire et conservée
chez presque toutes les bactéries, a un impact sur la régulation par les sARN, de fagon
similaire a Hfg. Néanmoins, son implication et sa liaison directe aux sARN restent a
démontrer. Du point de vue structural, SMc011113 partage une étonnante homologie avec
le domaine MID des protéines AGO présentes chez les eucaryotes (Pandey et al., 2011), qui
sont impliquées dans la régulation par les miRNA et siRNA.

Les travaux effectués pendant ma thése ont porté sur une bactérie commensale et
pathogéne opportuniste, S. aureus. Quel est le répertoire des facteurs de virulence pour
I'établissement d'un foyer infectieux, et comment sont-ils régulés ? En quoi cette bactérie
constitue-t-elle un modele idéal de I'étude du controle transcriptionnel et post-

transcriptionnel par les sSARN?
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IV. Staphylococcus aureus

IV.A. Un pathogene opportuniste remarquable

Staphylococcus aureus est une bactérie Gram positif, pathogene opportuniste de
I'homme. Elle fut découverte en 1882 par Sir Alexander Ogston (Canadian medical
Association 1929) (Figure 22 A), dans du pus d'abcés de patients. La racine grecque staphy!
signifie grappe, et aureus signifie doré, c'est pourquoi cette bactérie est plus connue du

grand public sous le nom du staphylocoque doré (Figure 22 B).

La bactérie doit sa couleur au pigment jaune
gu’elle synthétise, un caroténoide impliqué dans la
résistance au stress oxydatif et la résistance a la lyse par

les neutrophiles (Liu et al., 2005).

8]

R Figure 22 : Staphylococcus aureus.
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| _","ﬁ.ﬁ L % E""::I:I'_“I""“ S. aureus, figure adaptée de Wertheim et al., 2005). D. et E.
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4 | wndiranzic | gureus est une bactérie de type commensal retrouvée au

niveau des fosses nasales, des surfaces humides de la
peau et du lumen intestinal. La moitié de la population

humaine est porteuse de S. aqureus de maniere

transitoire ou persistante au niveau des fosses nasales.
Les porteurs permanents montrent également une prévalence des bactéries dans d'autres
niches du corps humain (pharynx, abdomen etc) (Wertheim et al,, 2005, Gorwitz et al.,
2007). Cette bactérie est également l'une des causes majeures des infections nosocomiales ;
elle posséde un large spectre d'infection a l'origine de nombreuses pathologies, i.e. des

endocardites, des septicémies, des pneumonies ou encore le syndrome foudroyant du choc
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toxique pour lequel il n'existe pas encore de traitement (Lappin et al., 2009, Wertheim et al.,
2005) ( ). En milieu hospitalier, les infections par S. aureus se produisent lors
d'une rupture cutanée (coupures, abrasions, brllures), et le plus souvent chez les patients
immunodéprimés atteints de pathologies graves, comme le cancer, le SIDA ou certaines
maladies génétiques. Une forte association a été caractérisée entre le développement du
carcinome de la peau SCC et la colonisation des tissus par S. aureus (Kullander et al., 2009).
Cependant, on ignore encore si S. aureus pourrait étre a l'origine du cancer ou si la
pathologie SCC présente une susceptibilité accrue vis-a-vis de la colonisation par S. aureus.
30% des infections nosocomiales sont dles a cette bactérie, et cette proportion peut
augmenter selon le type d'infection. La moitié des isolats a I'origine d'infections du sang
dans certains pays d'Europe (Grande Bretagne, Irlande, France, Espagne, Portugal, Italie,
Grece) sont des souches de Staphylococcus aureus (Woodford et al., 2009). L'impact de cet
organisme en matiére de santé publique est considérable. Aux Etats-Unis, environ 20 000
personnes meurent chaque année suite a une infection par S. aureus, et 500 000 personnes
sont infectées. En France, 220 000 cas d'infections par des SARM (S. aureus résistants a la
méthicilline) ont été répertoriés (Coignard et al., Institut de veille sanitaire 2010). L'impact
sur le plan financier est également important, les infections nosocomiales augmentant la
durée moyenne du séjour des patients en milieu hospitalier. En 2001, le co(it des infections
dles aux SARM était estimé entre 42 et 59 millions de dollars dans les hopitaux canadiens
(Kim et al., 2001). L'émergence et la dissémination rapide de souches multi-résistantes aux
antibiotiques en font aujourd'hui un probléeme majeur en santé publique (Pantosti et al.,
2009) ( ). L’évolution de la sensibilité a la vancomycine de certaines souches de
SARM est inquiétante : si en 1999, seules 10 % des souches isolées avaient une CMI

vancomycine supérieure a 1 mg/L, en 2008, cette proportion atteignait 40 % (Dumitrescu et

al., 2010).
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En bleu, année d'approbation par la FDA (Federal Drug Agency) de l'usage de l'antibiotique. En rouge, année
d'apparition d'une souche de S. aureus résistante a l'antibiotique, en orange, résistance intermédiaire
(Rammelkamp et al., 1943, Jevons et al., 1963, Lacey et al., 1969, Deguchi et al., 1982, Hiramatsu et al., 1997,
CDC. 2002).

Une des raisons de I'émergence si rapide de résistances est |'utilisation massive
d'antibiotiques, le plus souvent a des doses inférieures a la CMI. Dans plusieurs pays
industrialisés, des mesures d'hygieéne et de controle dans I'utilisation des antibiotiques ont
été élaborées pour tenter d'enrayer ces phénomenes de résistance. Ces mesures sont
importantes puisqu'elles ont permis de limiter le taux de mortalité aux SARM dans certains
hopitaux (lbrahim et al., 2000). En France, le plan antibiotique du Haut Conseil de la Santé
Publique commence a porter ses fruits, mais les infections a SARM restent élevées (Colloque
SARM 2010, Institut de veille sanitaire). L'une des raisons de la persistance de S. aureus en
milieu hospitalier est la capacité de la bactérie a former des structures adhésives
multicellulaires appelées biofilms. En effet, les biofilms peuvent se former sur les cathéters
intraveineux, les tubes endo-trachéaux, les prothéses ou les pacemakers (e.g. Lopez et al.,
2010) (Figure 22 D et E). Les biofilms offrent une protection efficace contre les mécanismes
de défense de I'hbte et les antibiotiques. De plus, les bactéries présentes au sein du biofilm
supportent d’importantes variations de leurs conditions de survie (carence en nutriments,
stress, pH, oxygene) générant une concentration locale de bactéries capable de s'adapter
rapidement aux environnements divers rencontrés chez le patient (Stoodley et al.,, 2009).
Un autre aspect inquiétant est |'apparition de souches résistantes aux antibiotiques au sein

de la communauté, personnes sans passif hospitalier.

Les facteurs de virulence de S. aureus sont a l'origine de I'établissement de l'infection
chez I'homme. Ces facteurs exercent des fonctions multiples, ils contribuent a la
neutralisation du systéeme immunitaire de I'hote, a 'adhésion de la matrice cellulaire, a la
dissémination et a l'acquisition de nouveaux nutriments ( ) (Foster 2005 ; Gordon
et al., 2008).

Les facteurs d'adhésion. Les facteurs d'adhésion, qui sont généralement exprimés

durant les phases précoces d'infection, se répartissent en deux catégories. La premiére, les
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MSCRAMM (Microbial surface components recognizing molecules), regroupent des facteurs
associés a la paroi bactérienne comme les "Fibronectin Binding Protein"” (FNBP) ou les
"clumping factors" (CIfA/CIfB). Les protéines FnBPA et B (Jonsson et al.,, 1991) se lient
spécifiguement a la fibronectine qui est une protéine clé dans I'adhésion cellulaire et dans
I'organisation de la matrice extracellulaire. Ces facteurs d'adhésion interviennent dans les
phases précoces de l'infection et seront dégradés ensuite par la protéase V8 (McGavin et al.,
1997). Les FnBP sont importantes pour l'adhésion de la bactérie aux tissus de |'hote
(Grundmeier et al., 2004), l'internalisation de S. aureus dans les cellules endothéliales (Jett
et al., 2002) et contribuent a l'initialisation des infections sur corps étrangers. Les Clumping
factors A et B, synthétisés durant la phase stationnaire de croissance, protegent la bactérie
contre la phagocytose chez la souris (Palmqgvist et al., 2004) en augmentant |'adhésion a la
matrice extracellulaire. La deuxieme grande classe de facteurs d'adhésion comprend les
protéines SERAM (Secretable Expanded Repertoire Adhsive Molecules). La protéine Efb
(Extracellular FnBP) cible la protéine du complément C3, empéchant I'opsonisation du
pathogene médiée par le fragment Csb (Lee et al, 2004). La protéine Eap (extracellular
adherence protein) est quant a elle impliquée dans la réduction de la migration des
leucocytes vers le site d'infection (Chavakis et al., 2002). Ainsi, les adhésines permettent a S.
aureus de fixer des molécules plasmatiques (fibrinogéne, fibronectine) ou tissulaires
(collagene) et jouent un role primordial dans la colonisation des tissus.

Facteurs de virulence sécrétés. D’autres facteurs de virulence permettent également
a la bactérie d'échapper au systéme immunitaire. Les CHIPS (Chemotaxis inhibitory protein of
staphylococci) inhibent les récepteurs du facteur du complément Csa. Ce systeme de
transduction de signal est responsable de l'activation des neutrophiles et de leur
recrutement au site d'infection. Les CHIPS ciblent également les récepteurs des peptides
formylés (Wright et al., 2007). Ces peptides sécrétés par la bactérie sont reconnus par les
neutrophiles et conduisent a la phagocytose. La protéine A est une protéine ancrée a la
paroi de S. aureus. Elle possede des roles multiples. Elle se lie aux 1gG via leur fragment
constant empéchant |'activation des cellules du systeme immunitaire (Foster et al., 2005). La
protéine A cible également les régions variables des IgM situés sur les lymphocytes B (LB),
entrainant une prolifération lymphocytaire anarchique sans sécrétion d’anticorps dirigés

contre la bactérie (Bekeredjian-Ding et al., 2007). Cette prolifération anarchique mene a
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I'anergie (inactivation) des LB, ou bien a I'apoptose selon la concentration en protéine A
(Silverman et al., 2006). Les superantigenes modulent I'action du systeme immunitaire de
maniére similaire a la protéine A. lIs se lient (TSST-1, entérotoxines ABC ou D) aux récepteurs
du CMH de classe Il des lymphocytes T (LT), entrainant la prolifération incontrélée de LT non
spécialisés (Foster et al., 2005). La suractivation des LT couplée a la libération massive de
cytokines est a |'origine du syndrome foudroyant du choc toxique (Lappin et al., 2009).

Le dernier type de facteurs de virulence regroupe les exotoxines et leucotoxines. Leur
réle consiste a créer des pores dans la membrane des neutrophiles et/ou des érythrocytes.
Par exemple, I’'hémolysine a forme un homoheptamére dans la membrane de nombreuses
cellules (Song et al., 1996 ; Bhakdi et al, 1991). La leucocidine PVL (Panton Valentin
Leukocidin) forme un homohexameére qui, a forte concentration, induit la nécrose des
cellules par activation des canaux calciques ou, a faible concentration, génére des pores
dans la membrane des mitochondries (Genestier et al., 2005). Cette toxine est maintenant
retrouvée dans la majorité des souches communautaires de SARM (Lo et al., 2011). Une
étude récente montre que la toxine PVL est le facteur majeur de virulence qui cause une
activation de I'inflammation par IL-1R (Perret et al.,, 2012). D’autres toxines (hémolysines 6/

v/B, LuxDE) coopeérent avec la PVL pour initier I'inflammation.

La régulation des genes impliqués dans la virulence de S. aureus est assurée par un
réseau complexe faisant intervenir des facteurs de transcription, des systémes a deux
composants, des facteurs o alternatifs et des ARN régulateurs. Ces réseaux sont eux-mémes
finement régulés en fonction du temps et de la densité de la population et sont capables

d'intégrer divers signaux provenant du milieu extracellulaire (Novick et al., 2003).
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facteurs de virulence Géne Fonctions Références
Entérotoxine A sea
Entérotoxine B sab — L
, X Suractivation des lymphocytes T via ciblage des
Entérotoxine C sec . .
. X récepteurs CMH (Complexe Majeur Foster et al., 2005
Entérotoxine D == d'histocompatibilité) de type Il
Entérotoxine G seg P P
Entérotoxine H seh
"
] N
3.5 Toxic shock syndrome toxin-1 TSST-1 Idem, a 'origine du synd.rome foudroyant du choc Lappin et al., 2009
2 ‘w toxique
a e - — T
© Ea Réle dans la liaison aux protéines du plasma
Pro. d'adhérence extracellulaire P Modulation du systéme immunitaire (via liaison au Harraghy et al., 2003
/Map )
récepteur ICAM-1)
_— Suractivation des LT dans le cas de SSSS
Gl eta (Staphylococcal Scaled Skin Syndrom)
Exfoliatine B etb s P y X Y Plano et al., 2004
. Activité protéase au niveau des desmosomes des
Exfoliatine D etd ™ , L.
cellules épithéliales (perte d'adhésion)
. . Homo-heptamére, formation de pores chez les
Hémolysine a hla
leucocytes M N
o o p - enestrina et al.
v o g
i é :222:‘;;:23 Z;Z Formation de pores chez les leucocytes /érythrocytes 2003
o O T
£ § teucoc!j!ne ég ;ui?g Formation de pores chez les leucocytes Kaneko et al., 2004
23 eucocidine u Lo etal, 2011
Panton Valentine leucocidine Y Formation de pores chez les leucocytes,
2 CA et HA-MRSA avec cette toxine
- Inactivation du systéme immunitaire (liaison 1gG/IgM) King et al., 1981
Prot A
roteine spa Induit sécrétion d'histamine par les basophiles Gomez et al., 2004
,s Collagéne Binding protein cna Formation de pores chez les leucocytes /érythrocytes I GRCT CL
2 Loetal, 2011
=
I Clumping factor A clfA
© .. aL e N . lras .
© il e B cif Liaison au fibrinogéne, inhibition des opsonines Foster et al., 2005
5 . - . fnbpA , . . . . .
2 Fibrinogen binding protein A/B [ Adhésion, invasion de phages non professionnels Menzies et al., 2003
Q
(T
. Extracellular FnBP efb Bloque I'adhésion des neutrophiles, diapédése Ko et al., 2011
Coagulase coa Adhésion Giraudo et al., 1997
Bone S|a|oprot§|n binding <dr Réle dans la liaison cfe S. aureus au niveau des Tung et al,, 2010
protein ostéoblastes
Activation du plasminogé tralisation d
Staphylokinase ska AR LI asm!noge.ne, neutrafisation des Bokarewa et al., 2006
défensines
Chemotaxis inhibitory Protein of CHIPS Inafctivation des récepteur.s FP (formYIe p(?ptide) gt .des Wright et al,, 2007
staphylococci récepteurs C5a. modulation du systeme immunitaire
é Protéines capsulaires 5 et 8 cps Résistance a la phagocytose, persistance sanguine O'Riordan et al 2004
> Protéase SSpA
c . .
“ sspB — .De.gr.adatlon des Ig,. Gustafsson et al., 2008
v8 Inactivation des inhibiteurs de protéinase du plasma
Auréolysine aur
Lipase lip . . - .
el s hyealees . Métabolisme des lipides Rosenstein 2000

|
Facteurs de virulence chez S. aureus.
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Les facteurs o sont responsables de la liaison de I'ARNP au niveau de promoteurs
spécifiques. Comme les autres bactéries, S. aureus posseéde un facteur général de la
transcription : o”. En paralléle, un panel de trois autres facteurs o : o°, o' et o> ont été
identifiés ( ) qui sont requis pour I'adaptation rapide au stress et I'expression de
facteurs de virulence. Le facteur o® et son réseau de régulation, dans lequel se trouve I'ARN

régulateur RsaA, seront détaillés dans la partie ( ).

Facteurs o codés par S. aureus.

Facteurs ¢ Geéne Fonction(s) générale(s) Références
o SigA facteur général Mittenhiber et al., 2002
¢ sigS réponse au stress, virulence Shaw et al., 2008
o" sigH excision/intégration des prophages Morikawa et al., 2003, Tao et al., 2010
o° sigB Stress de I'enveloppe, carence, virulence Wu et al., 1996

L'expression des facteurs de virulence est sous le contréle de TF appartenant a la
famille Sar. SarA (Staphyloccocal accessory regulator A) a été le premier régulateur de la
transcription identifié. Il est exprimé constitutivement durant la croissance cellulaire grace a
trois promoteurs. Les promoteurs P2 et P3 sont sous la dépendance de ¢”, et P1 sous celle
du facteur de stress o° (Bayer et al., 1996). SarA se lie sous forme de dimeére a des séquences
riches en résidus A et T dans les régions promotrices de génes. Néanmoins, aucune
séquence consensus de liaison de SarA n'a encore été établie a ce jour (Novick et al., 2003).
L'expression de SarA est intimement liée a celle du systeme agr. En effet, |'expression de
nombreux genes est commune aux deux systemes comme celle de I'hémolysine a ou la
répression de la protéine A. SarA active également |'expression de I'opéron agr (Cheung et
al., 1997, 2004 et 2008). Cependant, les mécanismes de régulation de SarA restent encore
mal caractérisés. Des données in vitro montrent que son état de phosphorylation influence
sa fixation aux promoteurs de génes cibles (Didier et al., 2010). Une autre hypothése est que
cette protéine agirait au niveau de la transcription de répresseurs pour activer I'expression
de genes de maniére indirecte. Par exemple, SarA activerait I'expression de hla en réprimant

la synthése du répresseur SarT (Schmidt et al., 2001). SarA pourrait également induire la
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Facteurs de transcription chez S. aureus.
e ——

TF Fonction Références

. . . Manna et al., 1998
Activateur /répresseur de la transcription

SarA . . . . L , . , Chakraburti et al., 2000
Réseaux de régulation dépendants et indépendants de I'expression d’agr Schmidt et al,, 2001
SarR Active agr et SarS Cheung et al., 2004
ar Inhibe SarA Mana et al., 2006
Sars Active I'expression des génes de surface et de la protéine A Tegmark et al., 2000
Est réprimé par SarA/agr Oscarsson et al., 2006
. Active SarS . Schmidt et al,, 2001
SarT Répresseur de hla et d'autres exotoxines
., Cheung et al., 2004
Est réprimé par SarA/agr
Active agr
SarU Est réprimé par SarT Cheung et al., 2004
Sarv Régulateur de 'autolyse Manna et al,, 2004

Est réprimé par SarA/MgrA

Active sa propre expression
SarX Inhibe agr Mana et al., 2006
Est activé par MgrA

SarY Fonction inconnue
Active hla, SsaA ( ?)et les génes du biofilm Kaito et al., 2006
SarZ Réprime SarS Ballal et al., 2009
Est activé par MgrA Tamber et al., 2009
Rot Répresseur des toxines Said-Salim et al., 2003
Est réprimé par agr (via I'ARNIII) Boisset et al., 2007
MgrA Active les génes impliqués dans I'autolyse, agr et la capsule, réprime SarS, active MgrA Ingavale et al., 2003

transcription d'ARN régulateurs, mais aucune donnée expérimentale ne confirme cette
hypothese a ce jour. Des données récentes suggerent aussi que SarA aurait une incidence
sur la stabilité de nombreux ARNm bien qu’aucune évidence n’existe sur la possibilité que
SarA puisse se fixer a I’ARN (Roberts et al 2006).Plusieurs autres facteurs Sar ont été
identifiés a ce jour, principalement grace a leur homologie de séquence avec SarA et leurs
réseaux de régulation s’entrecroisent avec celui de SarA. Les principaux membres de la

famille Sar sont présentés dans la

17 TCS différents sont prédits chez S. aureus N315 SARM (Kuroda et al.,, 2001). Ces
systemes TCS sont les senseurs de divers stress (pH, température, anaérobiose,
antibiotiques et peptides antimicrobiens) ( ) et sont impliqués dans la régulation de
la synthese de facteurs de virulence et I'adaptation de la bactérie. Un seul TCS est essentiel
chez S. aureus, le systeme WalKR impliqué dans le métabolisme du peptidoglycane et la

dégradation de la paroi (Dubrac et al.,, 2007). Une délétion du systeme aboutit a un
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épaississement de la paroi, perturbant la division cellulaire. Deux enzymes importantes dans
la dégradation du peptidoglycane sont sous la dépendance de ce systeme : LytM (glycyl-

glycyl endopeptidase) et SssA (hydrolase a domaine CHAP) (Delaune et al., 2011).

Parmi les TCS impliqués dans la régulation des facteurs de virulence, on retrouve :

Le TCS codé par I'opéron saePQRS (S. aureus exoprotein expression) est activé lors
d'une variation de pH, mais aussi en fonction de la concentration en sels et en défensines
(phagosomes) (Novick et al., 2003 ; Geiger et al., 2008). L'histidine kinase (HK) membranaire
est codée par le géne saeS qui phosphoryle, et active le régulateur de réponse (RR) SaeR. La
phosphorylation a lieu au niveau du domaine N-terminal, entrainant un changement de
conformation libérant le DBD (DNA Binding Domain) situé dans la région C-terminale. Ce TCS
controle d'une maniére générale |'expression de nombreuses exotoxines (Rogash et al.,
2006) et intervient également dans la régulation des processus d'adhérence (Liang et al.,
2006). Plusieurs cibles de ce TCS sont communes au systeme de densité cellulaire agr qui
sera décrit plus loin.

Le TCS srrAB (Staphylococcal respiratory response) est impliqué dans |'adaptation de
S. aureus a un milieu anaérobie (Yarwood et al., 2001). Il est homologue au TCS resDE
exprimé chez B. subtilis (Nakano et al., 1996). Le RR du systéme est SrrA, I'HK est srrB.
L'induction de SrrA inhibe I'expression des facteurs de virulence du systeme agr (exotoxines)
(Pragman et al., 2004), et active I'expression des genes d'adhésion ica et pia. L'expression de
ces adhésines favorise l'ancrage de la bactérie au niveau de la matrice extracellulaire,
augmentant la résistance contre la phagocytose par les macrophages (Ulrich et al., 2007).

Le systeme arlRS (autolysis regulated locus) est, quant a lui, impliqué dans le
remodelage de la membrane bactérienne et la virulence. Un mutant ar/[SR montre une
autolyse plus importante accompagnée de défaillances dans I'hydrolase de peptidoglycanes
(Fournier et al., 2000). Encore une fois, I'expression de ArlR est liée au systéme agr, puisque
ArgA est surexprimé en présence de ce dernier (Liang et al.,, 2005). Parmi les facteurs de
virulence induits par ce TCS, on retrouve les protéines liant la sialoprotéine osseuse. Ces
protéines pourraient étre importantes dans la localisation de S. gureus au niveau des tissus

osseux et dans les pathologies associées (Tung et al., 2000).
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Systémes a deux composants caractérisés chez S. aureus.

TCS HK RR Fonction Reéférences
uorum sensing, régulation des génes d'exotoxines et i .
agrBCDA AgrC AgrA Q g g ; o g Novick et al., 1993
d'adhésion
saePQRS SaeS SaeR Sen5|blle aux.varlatlon‘s de pll-| eta Ia. concentlratlo,n. en sels, Je?ng etal, 2011
régulation des génes d'exotoxines et d'adhésion Geiger et al., 2008
arlRS ArlS ArlR Remodelage de Ia.membre,).ne, autolyse. Induction de la Fournier et al., 2000
sialoprotéine osseuse Tung et al., 2000
Homologue a resDE chez B. subtilis , adaptation anaérobie
L ‘s . L \ Yarwood et al., 2001
srrAB SrrB SrrA Activation des adhésines ica et pia, inhibition des génes de
. Pragman et al., 2004
virulence
IytRS LytS LytR Régulation de I'autolyse Brunskill et al., 1996
vraSR Vras VraR ’|I’.1dUIt par des dc.m.\m.ages au nlveal:| de la paroi . Kgroda al. 2003
Résistance aux antibiotiques et syntheése de la paroi Yin et al., 2006
. . Nk Dubrac al. 2007
+ 0,
walkR Walk WalR Essentiel ,'\c/lo,nsirvle.e chezles Gra.r: |a faible % en GC Delaune et al,, 2011
étabolisme du peptidoglycane Tirck et al, 2012
Induit en réponse a la bacitracine et a la nisine : activation de .
. L, , . \ e L. Hiron et al., 2011
braSR BraS BraR BraD/BraE, impliqués dans la détection de I'antibiotique et de Kolar 2011
VraD/VraE impliqués dans la détoxification
Herbert et al., 2007
graSR GraS GraR Impliqué dans la résistance aux antimicrobiens cationiques Farold etal., 2012
Impliqué dans la régulation de I'expression des génes en
AirSR AirS AirR réponse a un stress oxydatif (réle d’un cluster 2Fe-2S) Sun et al., 2012
Role dans I'adaptation a I'anaérobie
Induit en réponse a des variations de concentration de K
KdpDE KdpD KdpE extracellulaire Xue et al,, 2011
Régulateur des genes de virulence
Induit en réponse a de fortes concentrations d’hemes
N . , . Stauff et al. 2007
HssRS HssS HssR Role dans la modulation de I'expression des facteurs de

virulence chez la souris

Torres et al., 2007

Enfin, le dernier TCS impliqué dans la régulation des génes de virulence est codé par |'opéron

agr, induit en fonction de la densité cellulaire. Ce dernier est détaillé en IV.D.2, ainsi que la

fonction de ses effecteurs intracellulaires, AgrA et I'ARNIII.

Dans cette sous-partie, un état des lieux de la régulation des génes par les SARN chez

S. aureus sera présenté. Les données et figures résumées sont reprises des revues

auxquelles j'ai participé : Current knowledge on regulatory RNAs and their machineries in

Staphylococcus aureus (Romilly et al., 2012) et A current overview of regulatory RNAs in

Staphylococcus aureus (Caldelari et al., 2011).
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Au début de ma these, peu d'ARN régulateurs avaient été caractérisés dans le
génome de S. aureus : 12 sARN localisés dans les flots de pathogénie (Pichon et al., 2005), 10
dans les régions intergéniques (IGR) (Geissmann et al., 2009) et le plus étudié, I'ARNIII.
L'identification de ces ARN s'est faite par des prédictions bio-informatiques combinant
plusieurs criteres (recherche de motifs structurés, conservation des séquences IGR). Seul
I'ARNIII, effecteur intracellulaire du systeme de densité cellulaire, a été caractérisé par des
expériences de complémentation dans des souches mutantes pour agr (Novick et al., 1993).

Aujourd'hui, S. aureus est un des organismes modeles pour I'étude de la régulation
de I'expression des genes par les ARN. En effet, plus de 250 sARN ont été découverts via
['utilisation d'approches bio-informatiques prédictives couplées a des tests d'expression
(Livny et al., 2008 ; Marchais et al., 2009), de puces a ADN (Anderson et al., 2006, Roberts et
al., 2006), de techniques de clonage et de séquencage d'ADNc (Abu-Quatouseh et al., 2010),
et de techniques de séquencgage a haut débit 454 (Bohn et al., 2010) et lllumina (Beaume et
al., 2010).

La plupart de ces ARN sont codés dans le chromosome bactérien, certains sont
localisés dans les éléments mobiles tels que les ilots de pathogénie et les plasmides (revues :
Felden et al., 2011 ; Caldelari et al., 2011). Deux grandes classe d’ARN sont retrouvés chez S.
aureus. La premiere décrit I'ensemble des régions leaders conservées au niveau des ARNm
regroupant les riboswitch et les T-box. 33 genes (dont 7 opérons) sont prédits pour étre
régulés par 15 types de riboswitch, fixant de la SAM, TPP, FMN, Lys, Gly, Purine, preQ1 ou
Glc-6P. En paralléle, I'expression de 31 genes est sous le controle de 12 T-box. De maniere
similaire a ce qui est prédit chez d’autres bactéries Gram positives (voir Ill.B.1.a), ces régions
régulatrices en 5’UTR régulent majoritairement la terminaison de la transcription
lorsqu’elles fixent un métabolite ou un ARNt non aminoacylé (A current overview of
regulatory RNAs in Staphylococcus aureus, Caldelari et al., 2011) (voir Figure ).

Des ARN antisens sont exprimés dans les plasmides, les transposons (revue Brantl et
al. 2007, Wagner at al., 2002), ou encore les systémes toxine / @toxine de type | (revue,
Fozo et al., 2008). Enfin, I'expression de plus de 50 sARN a été validée a la fois dans le coeur

du génome ou dans les ilots de pathogénie. Néanmoins, la fonction de peu d’entre eux a été
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caractérisée a I’heure actuelle. Dans la suite de cette partie, je décrirai les SARN de S. aureus
dont les fonctions ont été caractérisées. Deux sont codés pour le coeur du génome, I’ARNIII

et Rsak ; les deux autres sont exprimés au sein de ilots de pathogénie, SprD et SprA1-AS.

Riboswitch 5. aurews M3 15, régulation de In transcriptibon
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Figure 24 : Prédictions des riboswitch et T-box dans les régions leaders des ARNm de S. aureus N315 (d’apres
Caldelari et al., 2010).
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Les riboswitch (cadres bleu) fixent spécifiquement un métabolite aboutissant a un terminaison de la
transcription. Les riboswitch fixant la protéine ribosomique L19 ou la FMN, devant les genes rplS et sal1316
respectivement, régulent quant a eux l'initiation de la traduction. Les T-box (cadres rouge) entrainent
également une terminaison de la transcription dans la plupart des cas. Seul la T-box régulant I'expression de
I’ARNm JeuS est prédite comme agissant au niveau traductionnel. Les éléments régulateurs sont représentés
par un rectangle blanc, les terminateurs de transcription sont shématisés par une tibe boucle. Les terminateurs
en noirs représentent des éléments en cis dans les régions 5’UTR ressorties par I'approche de séquencage a
haut débit de Beaume et al., 2010.

ARNIII

Le systeme de densité cellulaire est a la base d'une communication cellule-cellule
dépendant de la densité cellulaire de S. aureus. En produisant, sécrétant et détectant des
molécules-signaux, les bactéries coordonnent I'expression des genes de virulence, impliqués
dans la formation de biofilm et capsule, et du métabolisme lorsque la densité cellulaire
devient trop élevée. Chez S. aureus, I'adaptation a haute densité cellulaire se fait via le
systeme agr, dont les deux effecteurs intracellulaires sont AgrA et un ARN régulateur
multifonctionnel, I'ARNIII ( ). A haute densité cellulaire, la transcription de I'opéron
agrBDCA est activée. Le pro-peptide codé par agrD est sécrété via la protéine membranaire
AgrB et maturé en peptide auto inducteur AIP. Au dela d'une concentration seuil, ce dernier
est reconnu par I'HK AgrC. L'autophosphorylation de AgrC active AgrA qui active alors sa
propre transcription a partir du promoteur P2, et également induit I'expression de I'ARNIII a
partir du promoteur P3. AgrA active également |'expression de genes codant pour des
peptides PSM (Phenol soluble modulines), et réprime |'expression de genes du métabolisme
et la synthese de staphyloxanthine par un mécanisme encore inconnu (Queck et al., 2008).
Le second effecteur, I'ARNIIl code un petit peptide de 26 aa, I'hémolysine §, et agit
également comme régulateur par ses régions non codantes. L'ARNIII possede plusieurs
domaines fonctionnels. Le domaine 5' est nécessaire a l'activation de la traduction de
I'ARNm hla (voir [11.B.2.b) Les domaines central et 3' sont caractérisés par la
présence de trois tiges-boucles possédant dans leur boucle apicale une séquence conservée
et redondante UCCC. Ce motif constitue un site d'interaction avec le RBS des ARNm cibles
codant pour des protéines impliquées dans les phases précoces de l'infection, pour réprimer
leur traduction. Les facteurs d'adhésion controlés par I'ARNIII sont la coagulase, la protéine

A et la protéine se liant au fibrinogene SA1000. L'ARNIII cible également I'ARNm rot codant
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pour le répresseur de toxine Rot ainsi que I'enzyme LytM impliqué dans le métabolisme du
peptidoglycane (Boisset et al., 2007 ; Geisinger et al., 2006). L'ARNIII inhibe la traduction en
ciblant le RBS des ARNm sans l'aide de Hfqg, et le duplexe formé est rapidement dégradé par
la RNase lll. Les structures formées par l'interaction ARNII/ARN cible montrent une
étonnante variété de topologies. Dans le cas de I'ARNm coa, I'ARNIII forme un duplex étendu
au niveau du RBS, qui est stabilisé par une interaction boucle-boucle ciblant la région
codante de I'ARNm. Pour I'ARNm rot, deux interactions boucle-boucle impliqguant 6
nucléotides chacune sont suffisantes pour inhiber la traduction et induire la dégradation par
la RNase Il ( ). Ainsi, l'expression de I'ARNIII confere a la bactérie d’activer
I'expression des genes codant pour les exotoxines au détriment de ceux codant pour les
protéines d'adhésion. Cette stratégie favoriserait ainsi la dissémination de la bactérie.

Il semblerait que I'opéron agr ait évolué en deux réseaux de régulation, I'un affectant
le métabolisme et les peptides PSM est indépendant de I’ARNIII, I'autre dépendant de
’ARNIII régulant les facteurs de virulence. L'interaction entre ces deux régulons a permis a la
bactérie d’acquérir de nouvelles fonctions et sans doute de coloniser de nouveaux tissus de
I’h6te. Ainsi, il se pourrait que la fonction primaire de S. aureus fit d’étre une bactérie
commensale non pathogéne des fosses nasales comme S. xylosus et S. carnosus. Ce ne serait
gu'aprés l'acquisition de facteurs de virulence via les éléments génétiques mobiles
(Rosenstein et al., 2010) et d'un répertoire d'ARN régulateurs capables de controler leurs
synthéses dans des conditions spécifiques que S. aureus serait devenu pathogene. Il serait
donc tres intéressant de comparer l'ensemble des ARN transcrits entre especes de
staphylocoques pathogenes et non-pathogénes et de combiner ces données aux analyses

classiques de comparaisons des séquences codantes.

64|Page



Introduction

Haute densit2
e g b4 L ° * iz @ @ °
Wmhranﬁ
P2
Cytoplasme & aon
agrA  agrC agrD agrB hid . Régulon
. - }_ Regulon dépendant indépendant
Genes exotoxines ARNI @ de |"ARKNII de FARNIN

AMAIN 35 Appm by Eotald " P ' ")’ psm.;
o -
#*

domalnes' 1_!
i --"3/ axoioxines H7I13 "
LN 308 I e ol ARNIN " * o Witah
- H ’ 5 ollgms
__ ' Mo b RsakE: e
5-?\ : \ ‘carkahyirata
4 @ ‘foflow plgment]

Traduction m
1 iR
activée __ @ ﬂim

5I
LT3 |
r]_ H14
I Traduction inhibée

Y Traduction inhibée
3

l : tl:' ARNIN |

Traduction inhibée : ﬁ
0 Géne d'adhésion o @
¥ BE

Figure 25 : Le systéme de densité cellulaire agr.

A haute densité cellulaire, le peptide AgrD (en gris) est maturé en peptide auto inducteur AIP et sécrété dans le
milieu extracellulaire via la protéine AgrB (en bordeaux). Le peptide se fixe a I'HK ArgC (en violet) qui
phosphoryle AgrA (en bleu). AgrA régule I'expression de génes de maniéere dépendante et indépendante de
I'ARNIII. AgrA active sa propre transcription (feedback loop) et la transcription des genes codant pour des PSM
en se fixant directement a leurs promoteurs. En parallele, AgrA régule négativement des genes de métabolisme
peut-étre via l'activation de I'expression de RsaE, qui est requis dans la régulation des voies métaboliques du
TCA et du folate (Geissmann et al., 2009). L'induction d'autres ARN régulateurs par AgrA reste a prouver. AgrA
active également la transcription de I'ARNIII. L'ARNIII est un ARN régulateur multifonctionnel codant pour
I'hémolysine & (en vert). Sa structure secondaire présente plusieurs domaines de régulation dont trois tiges-
boucles présentant un motif conservé riche en C (en rouge), ciblant la séquence SD (en vert) des ARNm cibles.
L'ARNIII est au cceur d'un réseau complexe de régulation qui implique une double feedforward loop,
aboutissant a l'induction des exotoxines au détriment des facteurs d'adhésion. L'ARNIII réprime la traduction
des ARNm spa, coa et rot en séquestrant la SD dans une région double-brin, et recrute la RNase Il pour
dégrader les ARNm cibles.

IV.D.3. RsaE et la régulation du métabolisme central

RsaE est I'un des 10 ARN non codant de S. aureus identifiés peu avant mon arrivée au
laboratoire (RsaA a RsaK) (Geissmann et al., 2009). RsaE a la particularité d'étre la seule
région intergénique trouvée conservée chez les bactéries des genres bacillaceae et

staphylococcaceae. Ce sARN de 96 nts possede deux motifs riches en C exposés dans des
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régions en simple brin. Cette séquence UCCC est également retrouvée dans les tiges-boucles
7, 13 et 14 de I'ARNIII et pourrait constituer les régions fonctionnelles de RsaE. Il est
également a noter que son expression est sous la dépendance du systéeme agr car son
expression est fortement diminuée dans une souche agr mutante (Geissmann et al.,, 2009).
Utilisant des approches protéomique et transcriptomique, il a été montré que RsaE réprime
la synthése des protéines OppB, les deux sous-unités de la succinyl-CoA synthase impliquée
dans le cycle TCA, les deux protéines FhS et FolD intervenant dans le cycle du folate et la
protéine SA0873 (de fonction inconnue). Les RBS de ces ARNm peuvent former des
appariements stables avec les régions riches en C de RsaE (Geissmann et al., 2009). |l a été
ainsi proposé que RsaE coordonnerait la répression du métabolisme central lorsque les
sources carbonées deviennent limitantes, i.e. en phase stationnaire. Il est intéressant de
signaler que cette régulation pourrait étre reliée au systeme de densité cellulaire.
Cependant, I'expression de RsaE est différente dans les souches cliniques puisqu’il
serait principalement exprimé en phase exponentielle, comme observé chez B. subtilis (Song
et al., 2012, voir ). Est-ce que RsaE exercerait des fonctions différentes selon le
stress induit? Quelles sont donc les cibles régulées par RsaE chez B. subtilis ? Comment les
fonctions de Rsak ont-elles évoluées dans les bactéries distantes telles que B. subtilis et S.

aureus ?

SprD

Le génome de S. aureus contient de nombreux éléments mobiles qui exercent des
roles importants dans le transfert horizontal et I'évolution du génome. lls conférent a la
bactérie des fonctions adaptatives pour survivre au sein de I'h6te. Ces éléments contiennent
des genes de résistance aux antibiotigues comme la méticilline, codés par exemple par la
cassette SCC-mec, ou sont issus de plasmides ou de phages. Les ilots de pathogénie de S.
aureus (SaPl) sont d’autres éléments génétiques mobiles de 14 a 17 kb qui sont les
dépositaires de nombreux genes codant pour des facteurs de virulence comme par exemple
certains superantigénes, des entérotoxines et des toxines liées au systeme de sécrétion TSST
(Malachowa et al., 2010), et des sARN, appelés SprA-G (Pichon & Felden, 2005). Certains de

ces sARN sont présents en plusieurs copies réparties sur le génome bactérien. Alors que les
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SARN sont supposés réguler les genes codés par le SaPl, ils peuvent aussi établir des liens
fonctionnels entre l'ilot de pathogénie Pl et le génome de base, ce qui met en relief les
étroites connexions établies au cours de I’évolution entre les éléments génétiques mobiles
et les génes du chromosome bactérien.

C’est ainsi le cas de SprD qui régule I'expression de I'ARNm sbi, codant pour le facteur
d’adhésion, la protéine G. Un duplex de 40 pb est formé entre les deux ARN
indépendamment de Hfg, inhibant la traduction de I'ARNm sbi sans affecter sa stabilité
(Chabelskaya et al., 2010). Cependant, I'expression de SprD semble étre constitutive, i.e.
transcrit a toutes les phases de croissance, alors que le taux de 'ARNm sbi diminue de
maniére significative en phase stationnaire. Ces contradictions suggérent qu’un niveau
supplémentaire de régulation a lieu en phase stationnaire soit au niveau transcriptionnel,
soit au niveau de la stabilité de 'ARNm. On ne peut exclure I'intervention d’un autre ARN tel
gue I’ARNIII en phase stationnaire pour réprimer de maniére irréversible la synthese de la
protéine G a haute densité cellulaire. Chez un modeéle murin, I'expression de SprD module la
virulence de S. aureus, mais indépendamment de |'expression de la protéine Sbi. Ces
résultats suggérent que SprD pourrait réguler d'autres ARNm impliqués dans la virulence

(Chabelskaya et al., 2010).

SprA1-AS

Au niveau des SalP, I'ARN SprA1l est transcrit en méme temps que son ARNas, SprAl-
AS. Ce systeme ARNm/ARNas est prédit comme un systéme toxine/antitoxine de type | ou
SprA1l code pour un peptide de composition hydrophobe (Fozo et al., 2010). Des expériences
réalisées in vitro ont montré que ce peptide possede une activité lytique vis-a-vis des
érythrocytes, ainsi que des propriétés antimicrobiennes contre des bactéries Gram négatif et
Gram positif (Sayed et al., 2012). C'est dans des conditions normales et riches de croissance
gue l'expression de SprA1-AS est la plus importante alors que I’ARN SprA1l serait exprimé en
conditions de stress oxydatif.

SprA1-AS se lie a SprAl au niveau du RBS, inhibant en conséquence l'initiation de la
traduction. De maniére inattendue, I'hybride SprA1/SprA1-AS est imparfait, alors méme que

les parties 3' de ces ARN sont parfaitement complémentaires, puisque les deux ARN sont

67 |Page



Introduction

codés au méme locus. Pourquoi un tel site de fixation est-il privilégié ? L'explication réside
dans le fait que les régions parfaitement complémentaires sont les terminateurs de
transcription Rho-indépendant des deux ARN. Ces tiges-boucles riches en appariements G-C
a leur base, sont probablement trop stables pour initier un appariement entre les deux ARN.
A l'inverse, la région 5' de SprA1-AS, qui n'est pas structurée, sera plus a méme de se lierala
boucle de connexion H2 du pseudo-nceud de SprAl. De nouveau, la régulation ne fait pas
intervenir Hfg. Le point le plus intéressant de cette étude met en évidence la nécessité de
tenir compte non seulement de la structure de I'ARN régulateur mais aussi de sa cible pour

mieux comprendre les mécanismes de régulation en jeu (Sayed et al., 2011) (Figure 25).

H1

> SHq

3?

SprA1 AS Traduction inhibée

H2

H2

Figure 26 : Systéme toxine-antitoxine SprA1/SprA1-AS.

SprAl code pour un peptide cytolytique dont la synthese est régulée par un ARN antisens, SprA1-AS. Les
régions 5' des deux ARN s'apparient en séquestrant le RBS (SD en vert) de SprAl dans une région double-brin,
ce qui se traduit par une inhibition de la traduction. Les régions parfaitement complémentaires (en violet) de
chaque ARN n'interviennent pas dans I'appariement (Codon STOP en bleu).
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Le systeme de densité cellulaire agr fait intervenir deux effecteurs : I'ARNIII et AgrA.
Alors qu’AgrA régule plus particulierement les génes impliqués dans le métabolisme et les
peptides PSM, I’ARNIII régule de maniere temporelle I'expression des facteurs de virulence :
a haute densité, les exotoxines sont activées alors que les protéines d'adhésion sont
inhibées. Ceci permet a la bactérie de passer d’un mode défensif a un mode
d’attaque/dissémination. L’ARNIIl, ARN structuré multifonctionnel représente donc un
modele d’étude idéal pour caractériser les mécanismes moléculaires de la régulation et le
role de la structure des ARN dans ces processus. J'ai contribué a établir les bases structurales
de la répression de I’ARNm coa, cible de I’ARNIII. Nous avons mis en évidence une structure
inhabituelle d’un complexe régulateur impliquant deux régions éloignées de I’ARN. Les
résultats obtenus a l'issue de ce travail nous ont poussés a regarder de plus prés les
propriétés de reconnaissance des interactions boucles boucles par la RNase Ill de S. aureus.
Ce co-facteur de I’ARNIII reconnait des topologies ARN-ARN variées, suggérant que cette
enzyme doit exercer un role global dans la régulation par les ARN.

Par définition, le systéme de densité cellulaire agr s'auto-induit (voir
IV.D.2), mais son expression est aussi modulée par divers régulateurs intracellulaires dont
SarA (Chien et al., 1998). Les études fonctionelles portées sur ce réseau se basent
essentiellement sur des souches dérivées de la souche sauvage NCTC8325 de S. aureus
portant une mutation au niveau du géne rsbU (Boisset et al., 2007, Huntzinger et al., 2005,
Chevalier et al., 2010). Cette protéine est responsable de ['activation du facteur de
transcription 6 en phase stationnaire de croissance ou en réponse au stress (Pané-Farré et
al., 2006, revue Hecker et al, 2007). De maniere intéressante, l'expression de o®
s'accompagne d'une diminution de I'expression du systéme agr et donc de I'ARNIII (Bischoff
et al., 2001, Horsburgh et al., 2002, Bischoff et al., 2004, Herbert et al., 2010). Cette
inhibition est indépendante de SarA dont l'expression reste stable en présence de ¢®
(Horsburgh et al., 2002). Mon travail de these a eu pour but principal de déterminer la
fonction et le mécanisme d'action de deux sARN S. aureus, dont |'un est sous la dépendance
d'un promoteur ¢°, RsaA. Le second, RsaE, impliqué dans le cycle de Krebs, a la particularité

d'étre conservé chez les bacillaceae et les staphyloccoceae (voir IV.D.3).
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Quel est le mécanisme de régulation de I'ARNm coa par I'ARNIII ? Comment
I'endoribonucléase Il de Staphylococcus aureus reconnait-elle spécifiquement les

interactions boucles-boucles entre I'ARNIII et ses cibles ?

RsaA est-il le répresseur du régulon o® chez Staphylococcus aureus ? L'expression et la
régulation des cibles de RsaA peut-elle relier la réponse au stress a la régulation des génes

de virulence ?

Les cibles et la fonction de RsaE sont-elles conservées au cours de |'évolution chez

Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis ?

De maniére plus générale, la caractérisation des réseaux de régulation de ces ARN

TS

régulateurs peut-elle relier les différents réseaux déja caractérisés chez S. aureus, si oui a

quels niveaux ? (Figure 26)
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Figure 27 : Réseaux de régulation médiés par les ARN régulateurs ch

(D'apres Felden et al., 2011).

ez S. aureus : états des connaissances
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Mécanisme de reconnaissance des
interactions boucle-boucle par
l'endoribonucléase lll de

Staphylococcus aureus

Chevalier C., Boisset S., Romilly C., Masquida B., Fechter P., Geissmann T.,
Vandenesch F. & Romby P. (2010). Staphylococcus aureus RNAIII binds to two
distant regions of coa mRNA to arrest translation and promote mRNA

degradation. PLoS Pathog 6, e1000809.

Romilly, C., Chevalier, C., Lioliou, E., Marzi, S., Masquida, B., Geissmann, T.,
Vandenesch, F., Westhof, E. and Romby, P. Loop-loop interactions in mRNA
regulation are processed by the endoribonuclease Il in Staphylococcus

aureus. Manuscrit.
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La famille des RNases Il regroupe des enzymes qui reconnaissent et dégradent
spécifiguement les régions en double brin des ARN. Toutes les protéines de cette famille
portent un domaine caractéristique appelé "domaine RNase IlI". Ce dernier catalyse la
réaction de coupure en présence d'ions magnésium des ARN doubles brins pour générer des
extrémités 5' monophosphate et des extrémités 3' OH avec deux nucléotides sortants
( ). La famille des RNases lll est retrouvée dans tous les royaumes du vivant et se
divise en trois sous-familles (revue McRae et al., 2007) ( ).

Les protéines de la premiére sous-famille, caractéristiques des bactéries, sont en
général d'une taille inférieure a 500 aa et possedent un domaine de liaison a I'ARN double
brin (dsRBD ou double stranded RNA binding domain) et un domaine RNase Ill. Pour couper
les deux brins d'une hélice ARN, ces enzymes agissent sous forme d'homodimere ou le
domaine RNase Ill de chaque partenaire est responsable de la coupure d'un des deux brins
d'ARN (voir I1.D).

La seconde famille comporte les enzymes Drosha, impliquées dans la maturation des
pre-ARNr et des pri-miARN. Drosha posséde deux domaines RNases Il pour un RBD, ainsi
gu'un domaine riche en proline, pour une longueur d'environ 1500 aa. Cette enzyme
fonctionne sous forme monomeérique ol chaque domaine RNase Il est responsable de la
coupure d'un des brins de I'hélice ARN. Néanmoins, Drosha seule est incapable de maturer
efficacement les pri-miARN. Elle est guidée vers son site de coupure via le recrutement de la
protéine DGR-8 avec laquelle elle forme le complexe "microprocesseur" (microprocessor
complex). DGR-8 est capable de positionner Drosha a 11 pb des jonctions simples brins et
doubles brins d'ARN (Han et al., 2004).

Enfin, la sous-famille la plus complexe est représentée par les protéines Dicer d'une
taille de 2000 aa et qui portent 2 domaines RNase Ill, un RBD, un domaine PAZ (Piwi-
Argonaute-Zwilli), un domaine DUF (domain of unknown function) et 2 domaines hélicases.

De maniere similaire a la famille Drosha, Dicer est active sous forme monomérique et
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chaque domaine RNase Il est responsable de la coupure d'un des deux brins d'ARN (Zhang
et al., 2004). A partir des pre-miARN, Dicer génére des duplexes miARN / miARN* de 21 3 27
nts, dont l'un des deux brins, le brin guide, sera chargé au sein du complexe RISC (RNA
induced silencing complex). Chez I'homme, Dicer reconnait I'extrémité des pré-miARN via le
domaine PAZ en utilisant deux poches qui fixent les extrémités 3' et 5' respectivement, pour
positionner correctement I'ARN dans le site catalytique de I'enzyme (Park et al., 2011).
L'ensemble des membres de la famille possedent quatre résidus strictement
conservés au cours de ['évolution qui coordonnent la liaison de deux ions magnésium
indispensables a la réaction de coupre : E41, D45, D114, and E117 d'apres la nomenclature

d'E. coli (Figure 27 C) (Zhang et al., 2004, Han et al., 2004).
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Figure 28 : Généralités sur la famille des RNases Ill.

A. Réaction de coupure générant deux extrémités 5' monophosphate et deux extrémités 3'OH avec deux
nucléotides sortants. B. Présentation des domaines caractérisant les trois sous-familles de RNase Il avec la
longueur relative en aa (d'aprés MacRae et al, 2007). C. Alignement local des séquences protéiques des
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différents membres de la famille des RNAses lll. Les acides aminés strictement conservés (en rouge)
coordonnent la liaison d'ions magnésium.

I.LA. La topologie des boucles est importante dans Ia

reconnaissance par Rntlp chez Saccharomyces cerevisiae.

Chez S. cerevisieae, la RNase Ill Rntlp (voir Résultats 1) est impliquée dans la
maturation des ARNr, snARN, snoARN et des séquences introniques des pré-ARNm. En tant
gue membre de la premiere sous famille des RNase lll, Rnt1P posséde un domaine RNase Il
et un dsRBD. A l'inverse des enzymes présentes chez les bactéries, Rntlp possede une
extension N-ter qui semble étre importante dans la stabilisation des homodimeres.

De maniere surprenante, Rntlp est capable de reconnaitre deux types de boucles
différentes au sein des substrats. Le premier type arbore une tétra-boucle AGNN, alors que
le second type posséde une tétra-boucle AAGU. Comment le dsRBD de Rntlp parvient a
reconnaitre spécifiqguement ces deux types de substrats ? Des études de spectroscopie par
RMN par Wang et al., ont montré que la topologie générale des deux types de tétra-boucles
est la méme. Le RBD de Rntlp est capable de se lier a chaque tige-boucle, et la spécificité de
substrat est obtenue via un changement conformationnel de I'hélice al du RBD. Ce
changement d'orientation de 18° permet a I'hélice de s'insérer parfaitement dans le sillon
mineur des tétra-boucles au sommet de I'hélice, sans changer la structure de cette derniere

(Wang et al., 2011) (Figure

28).

Figure 29 : La topologie des
tétra-boucles est la clé dans la
reconnaissance des tiges-boucles
par Rntlp (Wang et al., 2011).

A. Superposition des structures
des tiges-boucles AGAA (gris) et
AAGU (vert) obtenues par NMR.
B. Comparaison de l'angle de
I'nélice al seule (bleu) et en
présence de la tige-boucle AGUU
(violet).
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Les RNases Il eucaryotes utilisent différentes stratégies pour s'ancrer a leurs
substrats ARN : Drosha interagit avec un partenaire protéique, Dicer possede un domaine
PAZ et Rntlp chez la levure s'ancre spécifiquement a certaines boucles apicales. Qu'en est-il
chez les bactéries ?

Les RNases Ill bactériennes sont les enzymes de plus petite taille retrouvées dans
I'ensemble de la famille des endoribonucléases Ill. Des études sur la spécificité de
reconnaissance des duplexes ARN-ARN montre que ces derniéres ne reconnaissent pas de
séquences spécifiques dans les long duplexes. Néanmoins, des déterminants (Pertzev et al.,
2006) et des anti-déterminants (Zhang et al., 1997) de séquences capables de moduler la
liaison de la RNase Ill ont été mis en évidence ( ). Ces éléments sont des séries
d'interactions W-C au niveau de boite dites proximales, médianes et distales qui agissent de
maniére coopérative pour établir une hiérarchie dans les substrats ARN au sein de la cellule
( ). Les données cristallographiques obtenues sur la RNase Il de Aquifex aeolicus
(A. aeolicus) montre que le substrat minimum clivé par l'enzyme est de 11 pb. En
conséquence, une hélice ARN double-brin sera coupée par un dimére de RNase lll si elle est
d'une taille minimum de 22 pb. Quatre RBM (RNA binding motif ou motif de liaison a I'ARN)
sont impliqués dans la liaison du substrat. Le RBM 1, constitué de la premiere hélice a de
RBD, forme des liaisons hydrogénes avec le O2' des riboses des bases de la boite proximale.
Cette boite se situant aux abords du site de coupure, le RBM 1 joue un role capital dans le
positionnement de la RNase Ill. Le RBM 2 se situe entre les brins 1 et 2 du RBD et effectue
des liaisons hydrogeénes avec les 02' des bases au niveau de la boite médiane. De maniére
intéressante, le résidu Q157 interagit directement avec la base située 5 nucléotides avant le
site de coupure. Néanmoins, ce résidu est capable de lier un A ou un U suggérant que le
RBM 2 n'est pas impliqué dans la reconnaissance d'une séquence spécifique (Gan et al.,
2008). Le RBM 3, porté par I'hélice a4 du RBD, interagit avec le 02' du résidu au niveau du
site de coupure et en forme une liaison hydrogene avec le résidu en amont de ce dernier.

Pour finir, le RBM 4 se situe dans la boucle entre les hélices a5 et a6 du RBD. Ce dernier est
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impliqué dans la reconnaissance des appariements de bases de la boite distale en effectuant
des interactions hydrogenes avec les 02' des riboses. Pour résumer, le RBD forme 7
interactions hydrogenes avec les groupements hydroxyles en 02' des riboses des bases (Gan
et al., 2006) (Figure 29 C). La réaction de coupure fait obligatoirement intervenir deux ions
magnésiums, et se fait en plusieurs étapes allant du transfert du groupement phosphoryle
reliant les deux bases a séparer jusqu'a la libération du produit (Gan et al, 2008). De
maniere surprenante, lI'abscence de ces ions ou la présence d'une mutation dans le site
catalytique empéche un ARN double-brin de s'accommoder dans la vallée catalytique du
domaine RNase lll. A l'inverse, I'ARN en double brin reste lier exclusivement au dsRBD (Gan

et al., 2008; Blaszczyk et al., 2004).
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Figure 30 : Déterminants de séquence favorisant la liaison de la RNase Ill (d'aprés Pertzev et al., 2006) et
structure cristalline de la RNase Ill d’A. aeolicus (D'aprés Gan et al., 2006 et 2008).

A. Pertzev et al., 2006 : Déterminants de séquences pour la liaison de la RNase Ill. db : boite distale, mb : boite
médiane et pb : boite proximale. B. Gan et al., 2006 : représentation des appariements de bases reconnus par
les RBM du RBD de la RNase Ill. C. Gan et al., 2008 : Structure cristalline d'un dimére de RNase Ill d'A. aeolicus
en présence de deux hélices d'ARN de 9 paires de bases avec 2 nucléotides 3' sortants.

I.C. La RNase lll de S. aureus joue un role important dans la

régulation par les ARN

Plusieurs cibles de I'ARNIII, effecteur intracellulaire du systeme de densité cellulaire
agr, ont été validées avant mon arrivée dans le laboratoire, dont les ARNm codant pour la

protéine rot, un répresseur des toxines et la protéine A (Boisset et al., 2007 ; Huntzinger et
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al., 2005). En collaboration avec Clément Chevalier, j'ai déterminé le mécanisme de
régulation d'une des cibles de I'ARNIII, I'ARNm coa, codant pour la coagulase. Ma
contribution personnelle a été de définir les régions d’interaction entre les deux ARN et
I'apport de chaque site dans la formation du complexe et la régulation. Utilisant la
cartographie de I’ARN en solution et le suivi des complexes par gel retard, nous avons
montré que deux régions distantes de ’ARNm coa interagissent avec deux tiges-boucles de
'ARNIIl contenant les motifs riches en C (H13 et H7). Pour déterminer les régions
d’interactions, nous avons utilisé divers ARNIII variants (délétés soit des tiges-boucles 7, 13
ou 14) et analysés leur fixation a I’ARNm par gel retard ou par cartographie de I’ARN en
solution (voir , Helfer Romilly et al., 2011). Nous avons ainsi montré que
I'interaction entre la tige-boucle 13 de I’ARNIII et le site de fixation du ribosome est cruciale
pour la stabilité du duplexe et pour une vitesse d’association rapide entre les deux ARN (de
I'ordre de 10° Ms™). En revanche, I'interaction entre la tige-boucle 7 de I'ARNIII et une tige-
boucle de la région codante de ’ARNm contribue a la stabilité du complexe, mais la perte de
I'interaction boucle-boucle n’a pas d’incidence majeure sur la formation du premier
appariement. La tige-boucle 13 de I’ARNIII doit probablement initier la fixation a ’ARNm par
une interaction de type boucle-boucle mais la cartographie en solution indiquent que ces
appariements sont étendus rapidement pour former un duplex irrégulier Le complexe
ARNIII-ARNmM coa ainsi formé empéche la formation du complexe d’initiation et recrute la
RNase lll pour induire une dégradation de I’ARNm réprimé. Nous avons montré que la région

qui séquestre la séquence SD est en grande partie responsable de la répression in vivo et in

vitro alors que la deuxiéme interaction amméliore I'efficacité du controle in vivo | )
(Chevalier, Boisset, Romilly et al., 2010, vor ).
ARNII 5
- ARMNIIN ARNIN
:

SO Cfl H14
T TP P o WERLLIEELIL L

s0

Traduction inhibée Dagradation rapide de I'ARNM

Modeéle de la régulation de I'ARNm coa par I'ARNIII.

8l|Page



Résultats

Ainsi la RNase lll est un co-facteur de I’ARNIII qui réprime de maniere irréversible la
synthése des facteurs d’adhésion. Cette étude apporte un nouvel exemple qui montre que la
RNase Il reconnait une grande variété de topologies ARNIII/ARNm. De maniére surprenante,
I'enzyme est capable de reconnaitre et couper les interactions boucles-boucles a une
position unique dans les deux ARN, bien que ces derniéres ne comprennent que 7 a 8 paires
de bases en moyenne et ceci indépendamment de la longueur des hélices des tiges-boucles.
De maniére encore plus surprenante, les séquences impliquées dans les interactions boucle-
boucle entre I'ARNm rot/coa et I'ARNIII sont identiques. La séquence de type SD UGGGAU,
retrouvée au niveau de la région codante de ’ARNm coa et de la région 5’UTR de I’ARNm
rot, s'apparie au motif AUCCCA des tiges-boucles 7, 13 et 14 de I'ARNIII. Une modélisation
graphique des interactions boucles-boucles des deux systemes montre une topologie
commune ou I’hélice intermoléculaire et les deux hélices intramoléculaires s’empilent de
maniere co-axiale pour former un long domaine hélicoidal. En revanche, on observe une
légere courbure au niveau des séquences appariées lorsque I'on superpose ce modele avec
une hélice réguliére de méme taille ( ).

Chez S. aureus, quels sont les éléments structuraux et/ou de séquences présents au
niveau des interactions boucles-boucles capable de guider la RNase Ill vers son site de
coupure spécifique ? (Romilly, Chevalier et al., 2012)

Dans l'article soumis ci-dessous, nous avons modifié la séquence de l'interaction
boucle-boucle et avons analysé le profil de coupures par la RNase Il ( ). Une
étude comparative a été réalisée sur une longue hélice réguliere de méme taille que le
complexe boucle-boucle et sur une longue tige-boucle. Les résultats suggerent que
I'interaction boucle-boucle adopte une topologie appropriée pour créer un site de fixation a
la RNase lll alors que I’hélice réguliere ou la tige-boucle sont coupées a plusieurs endroits
révélant I'existence de plusieurs sites d’interaction. Il est intéressant de signaler que
I'introduction d’une boucle qui interrompe I'hélice restreint le nombre de coupures par la
RNase Il ( ). Tout type d’interaction boucle-boucle n’est pas coupé par I’'enzyme,
par exemple si les boucles qui traversent les sillons I'interaction boucle-boucle sont trop

longues, la RNase ne coupe plus ’ARN probablement a cause d’un empéchement stérique
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(Figure 31 C). Ainsi, chaque ARN contient des éléments positifs et négatifs qui dirigent ou qui

empéchent le positionnement de la RNase Il
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Figure 32 : La topologie des interactions boucle-boucle et des hélices guide la RNase Ill vers son site de
coupure.

A. Structure secondaire des interactions boucle-boucle entre I'ARNIII et ses ARNm cibles coa et rot. Les
séquences SD retrouvées au niveau des ARNm sont indiquées en vert, le motif riche en C de I'ARNIII en rouge,
les sites de coupures de la RNase Il en bleu. B. Modélisation des interactions boucle-boucle (S. Marzi, B.
Masquida). C. Modélisation de l'interaction RNase lll / interaction boucle-boucle ARNIII-ARNm rot Tbll. La
longue boucle de la Tbll de 'ARNm montre un encombrement stérique avec le RBD d'un des diméres de la
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RNase Ill. D. Coupure de la RNase Ill sur une interaction boucle-boucle mutante et diverses hélices (voir
manuscrit 2 pour plus de détails).
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Abstract

The endoribonuclease Il (RNase Ill) belongs to the enzyme family known to process double-
stranded RNAs. Staphylococcus aureus RNase Il was shown to regulate, in concert with the
qguorum sensing induced RNAIIl, the degradation of several mRNAs encoding virulence
factors and the transcriptional repressor of toxins Rot. Two of the mRNA-RNAIIl complexes
involve fully base paired loop-loop interactions with similar sequences that are cleaved by
RNase Il at a unique position. We show here that the sequence of the base pairs within the
loop-loop interaction was not critical for RNase Il cleavage but that the co-axial stacking of
three consecutive helices provides an ideal topology for RNase Il recognition. In contrast,
RNase Il induces several strong cleavages in a regular helix, which carries a sequence similar
to the loop-loop interaction. The introduction of a bulged loop that interrupts the regular
helix restrains the number of cleavages. This work shows that S. aureus RNase lll is able to
bind and cleave a variety of RNA-mRNA substrates, and that specific structure elements

direct the action of RNase IlI.
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Introduction

The regulation of mRNA decay plays essential roles in the regulation of gene expression
enabling the bacteria to selectively activate or repress appropriate genes in response to a
specific physiological state. This is particularly true for pathogenic bacteria such as
Staphylococcus aureus, which can survive under extreme circumstances in the human host
as well as in the environment. S. aureus is both a commensal bacterium and an opportunistic
pathogen, which causes a wide variety of infections, owing in part to the coordinated
expression of a large repertoire of virulence factors 13 Genome-wide studies have shown
that the decay of mRNAs encoding virulence factors is highly regulated during growth * >.
Furthermore, the stability of many transcripts is modified upon the entry into the stationary
phase of growth and in response to various stresses ® ’. Detailed knowledge about the RNA
decay machinery in S. aureus was recently gained ~ % Indeed the genome encodes all the
orthologs of Bacillus subtilis exoribonucleases and endoribonucleases suggesting that the

mechanisms of RNA decay are conserved in Gram-positive bacteria %10

. A two-hybrid system
identified a degradosome-like complex composed of the two bi-functional RNases J1 and J2,
the endoribonuclease Y, the 3’-5’ exoribonuclease PNPase, enolase, phosphofructokinase,
the DEAD-box RNA helicase CdhA, and the protein subunit of RNase P, RnpA °, Surprisingly,
the essential protein RpnA is endowed with a ribonuclease activity and a small molecule
inhibitor of RnpA-mediated RNA degradation has been recently selected, which exhibited
antimicrobial activity against hypervirulent and multi-drug resistant S. aureus strains .
Thus, RNA degradation appears to be a cellular process that can be targeted by antimicrobial
drugs. Two other endoribonucleases of S. aureus, RNase Y and RNase lll were shown to be
essential for the full virulence of S. aureus in several murine models including

14

bacteriaemia *2, intraperitoneal **, and peritonitis ** although they are not essential for

h % 1 15 |nterestingly, both enzymes are important for the processing and

growt
stabilization of specific mRNAs, and contribute to the turnover of small non-coding
RNAs 12; 16

RNase lll is one of the extensively studied RNases in S. aureus. It belongs to the family
of Mg**-dependent endoribonucleases in eukaryotes and bacteria, which recognize and

cleave double-stranded RNA (dsRNA) to generate a dsRNA with a 5' phosphate group and a

two nucleotides 3’-overhang *’. Bacterial RNase Ill acts as an active homodimeric enzyme
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with each subunit carrying the catalytic activity and substrate recognition ¥ We have
previously shown that the biochemical properties of S. aureus RNase Il are very similar to

19; 20

those of Escherichia coli RNase lll. As for E. coli , conserved acidic residues and Mg2+ are

16; 21

essential for the cleavage reaction . S. aureus RNase lll was first shown to act as a co-

factor of the quorum-sensing regulatory RNAIIl to irreversibly repress the synthesis of

several adhesins and the transcriptional repressor of toxins, Rot > 22-24

. Moreover, a recent
study discovered an antisense transcription all over the genome, which is hidden in S. aureus
strains due to RNase Il processing of sense/antisense transcripts 2, Finally, a wide range of
structured RNAs recognized by RNase Ill have been identified by in vivo immunoprecipitation
of wild type or cleavage-defective mutant RNase Il followed by deep sequencing 6 This
study revealed that besides its universal function in rRNA maturation and RNA turnover,
RNase Il affects processing of mRNAs carrying overlapping 5’UTRs. Moreover, it directs
maturation of mRNAs resulting in their stabilization and antisense regulation mediated by
small RNAs.

We have previously shown that RNase Il unexpectedly cleaved several RNAIII-mRNA

complexes forming loop-loop interactions % %*

. Intriguingly, these short intermolecular base
paired helices (7 to 8 nucleotides) share structure and sequence similarities and are a priori
not considered as RNase Ill substrates. We demonstrate here that the sequence of these
base pairs is not critical for cleavage but that the co-axial stacking of the newly formed
intermolecular helices provides an ideal topology for RNase Il recognition and cleavage. This
work also shows that RNA-RNA complexes contain both positive and negative elements to

limit and/or direct the action of RNase Ill, as it was previously demonstrated for E. coli

RNase Il 25 %7,

Results

Design of the RNA substrates to be probed by RNase Ill cleavage assays
S. aureus RNAIIl is a multi-functional RNA that encodes d-hemolysin and regulates
the synthesis of many virulence factors and enzymes involved in peptidoglycan metabolism

3; 24; 28

at high cell density . We have previously shown that the large 3" UTR of RNAIll is acting

as an antisense RNA (asRNA) to repress the translation of multiple mRNAs > 2% 24 This
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region contains three hairpin structures with a conserved C-rich sequence located in the
apical loops, which serve as the seed sequence to initiate fast binding with G-rich sequences
of mRNA targets % Determination of the structures of several regulatory RNAIII-mRNA
complexes revealed bi-partite binding sites that differed according to the mRNA structures:
an imperfect duplex that sequestered the Shine and Dalgarno sequence (SD), was stabilized
by a loop-loop interaction in the coding region of coa mMRNA encoding coagulase (Figure 1A),
or two loop-loop interactions involving the 5’ untranslated region and the SD sequence of
rot mRNA that encoded the transcriptional repressor of toxins (Figure 1A). These complexes
prevent the formation of the initiation ribosomal complex and recruit RNase lll to initiate the
degradation of the repressed mRNAs. Interestingly, previous RNase lll cleavage assays
performed on 5’ end-labeled mRNAs bound to RNAIIl showed a single strong cleavage in coa
and rot mRNAs located at an equivalent position of the loop-loop pairings 2324 (Figure 1A). In
both systems, the sequence of the loop-loop interactions is highly similar although the
length and sequences of the intramolecular helices are different (Figure 1A). The same
reaction was performed with 5’ end-labeled RNAIII alone and in the presence of increasing
concentrations of cold coa mRNA or rot mRNA (Figure 1B). The data showed that binding of
coa or of rot mRNA similarly induced an RNase Ill cleavage located in the hairpin loop H7 of
RNAIIl at C241 (Figure 1). However, the two loop-loop interactions found in RNAIlI-rot mRNA
complex are not strictly equivalent because no cleavage was observed in the hairpin loop
H14 of RNAIII (Figure 1B).

Because the sequences involved in the kissing loops were very similar, we have
analyzed whether the RNase Ill cleavage pattern resulted from a specific recognition of the
base pairs or from the topology of the kissing complex. To distinguish between these two
hypotheses, we have constructed several RNA substrates based on the kissing interactions
as found in coa MRNA-RNAIIl complex and have compared their RNase Ill cleavage patterns.
The sequences of the kissing loops, i.e. loop Il of coa mRNA and loop 7 of RNAIll, were
changed so that the stability of the base pairs was not perturbed (Figure 1A). Structure
modeling of the kissing interaction has been previously completed revealing a co-axial
stacking of the intramolecular and intermolecular helices to form a long helical structure 2.
Based on this model, we have superimposed a regular helix on the kissing complex to define

the appropriate length of the helix for comparative RNase Il probing. Two regular helices (30
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and 33 base pairs) and a stem-loop structure of 30 base pairs (bp), mimicking the size of the

long helical structure promoted by the kissing interactions, were chemically synthesized.

Two last RNA constructs introducing a bulged loop were made to interrupt regular helices

(Figure 1C).
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Figure 1: RNA substrates of S. aureus RNase Il used in this study. (A) Comparison of the kissing interactions

which are part of the RNAIlIl-coa mRNA > and RNAIll-rot mRNA * complexes. Base pair substitutions at the

loop-loop interactions, resulting from the pairings of mutant coa mRNA and mutant RNAIII, are shown in the

insert. Arrows denote the RNase Ill cleavage sites. (B) RNase Il hydrolysis performed on 5’ end-labeled RNAIII
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free (lane 3) or in complex with either coa mRNA or rot mRNA (lane 4, 50 nM; lane 5: 100 nM). Lanes 1, 2:
Incubation controls of free RNAIIl or bound to the mRNA, respectively; lane T: RNase T1 ladder performed
under denaturing conditions; lane L: alkaline ladder. (C) Various RNA helices designed in the present study. The
boxed sequences correspond to the base pairings found in the kissing interactions of RNAIll-coa mRNA
complex.

Changing the sequence of the loop-loop interaction has no effect on RNase Ill cleavage

We first verified that the nucleotide substitution in RNAIIl and coa mRNA mutants
(Figure 1A) did not alter the RNA structure and/or binding. The secondary structures of wild
type (WT) and mutant coa mRNAs were probed using RNase T1 (specific for unpaired
guanines) and RNase V1 (specific for helical regions). The cleavages were mapped using 5’
end-labeled mRNA and sized on a denaturing polyacrylamide gel (Figure 2A). The data
correlated well with the secondary structure of coa mRNA which was previously published **
(Figure 2A). Indeed, the main RNase T1 cleavages are located in the apical loops | and Ill and
strong RNase V1 cuts occurred in helical regions of coa mRNA (Figure 2B). In the mutant
mMRNA, the major changes occurred in loop Il because the three guanines 94-96 have been
substituted by cytosines. Binding of mutant RNAIIl induced changes in the region
encompassing the ribosome binding site (RBS, nucleotides U10 to A48) of the mutant coa
mRNA, as it was shown for the WT RNAIII-mRNA complex. Mutant RNAIIl protected the
guanines (G19-20, G22-23) of the SD sequence against RNase T1, while new RNase V1
cleavages were observed at positions 39-41 of the mRNA (Figure 2A). These data show that
the mutant RNAIII binds to the RBS of the mutant coa mRNA in a manner similar to that of
the WT RNAs. In addition, the WT RNAIIIl binding induced strong protection of G94-G96 in
the apical loop Il of WT coa mRNA towards RNase T1 because of the kissing interaction.

We then compared the RNase lll-dependent cleavages using 5’-end labeled WT or
mutant mRNAs. The reactions were performed on the free mRNAs as well as on the native
WT and mutant RNAIlll-coa mRNA complexes using a purified His-tagged RNase Il from S.
aureus (Figure 2A). When the 5 end-labeled mutant mRNA was incubated with mutant
RNAIIl, four major cleavages occurred at positions 32, 34, 41, and 97 in the mRNA as
observed for the WT complex (Figures 1A, 2A). These cleavages were specific because the
addition of Ca®* instead of Mg?* in the buffer inactivated RNase IlI activity (result not shown).
Previous experiments have shown that the hairpin 7 of RNAIIl was responsible for the
specific RNase lll-cleavage at position 97 of coa mRNA while the hairpin 13 of RNAIII

promoted major cleavages at positions 32, 34 and 41 in the RBS of coad mRNA 2 (Figures 1A).
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We have also monitored the RNase Il cleavage sites in RNAIIl using primer extension
(Figure 2C). The data show that binding of the mutant coa mRNA to mutant RNAIIl induced a
major cleavage at G241 in the hairpin loop 7 of RNAIII (Figure 2C).

In summary, mutations in the sequences of the complementary hairpin loops of
RNAIII and coa mRNA involved in the kissing interactions do not affect the structure of the

mRNA-RNAIIl complex nor the recognition by RNase .
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Figure 2: Comparative enzymatic probing with the WT and mutant RNAIlIl-coa mRNA complexes. (A) Gel
fractionation of enzymatic cleavages of 5’-end-labeled wild-type (WT) and mutant coa mRNAs. Lanes 1, 2:
Incubation controls of mMRNA free or bound to RNAIII, respectively; lane 3: RNase hydrolysis on free WT or
mutant coa mRNAs; lanes 4-6: RNase hydrolysis on WT or mutant coa mRNA in the presence of increasing
concentrations of WT or mutant RNAIII (lane 4, 50 nM; lane 5, 100 nM; lane 6, 300 nM), respectively; lanes T, L:
RNase T1 under denaturing conditions and alkaline ladders, respectively. T1, V1, lll: RNase T1, RNase V1, and
RNase Il hydrolysis, respectively. (B) Enzymatic cleavages are reported on the schematic representation of the
secondary structures of WT and mutant coa mRNAs. Black and white triangles are for strong and moderate
RNase V1 cuts, respectively. Plain and dashed arrows are for strong and moderate RNase T1 cuts. Double
arrows are for RNase Ill cleavages. Effect of RNAIIl binding: black and white circles are for strong and moderate
protection, respectively; stars are for enhancement and new RNase Il cuts. (C) RNase Ill cleavage sites were
mapped on in vitro transcribed mutant RNAIII using primer extension with a 5’ end-labeled oligonucleotide (see
Material and Methods). Lanes 1, 2: Incubation controls of mutant RNAIII free or bound to mutant coa mRNA,
respectively; lane 3: RNase hydrolysis on free mutant RNAIIl; lanes 4-6: RNase hydrolysis on RNAIIl in the
presence of increasing concentrations of mutant coa mRNA (lane 4, 50 nM; lane 5, 100 nM; lane 6, 300 nM).
The cleavage sites (arrows) are shown on the secondary structure model of the loop-loop interactions involving
the mutated hairpin loop 7 of RNAIIl and the mutated hairpin loop 1l of coa mRNA.

S. aureus RNase lll cleaves regular RNA-RNA helices and RNA hairpins in a similar manner
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We then analyzed the RNase lll-dependent cleavages of regular RNA helices of 30 and
33 bp with free ends or terminated by an apical loop (Figure 3). These helices contained the
UGGGAU/AUCCCA pairings at an equivalent position to that found in the kissing interaction
of the coa mRNA-RNAIIl complex (Figure 1A). The RNAs have been chemically synthesized
and purified on a denaturing polyacrylamide gel. Prior to RNase Ill probing, we verified by
gel retardation assays that the conditions of hybridization between the two complementary
RNAs led to efficient duplex formation at a stoichiometry of 1:1 (result not shown). Either of
the two RNA fragments was then labeled at the 5’ end, and the RNase Ill cleavage reactions
were performed after annealing of the two complementary RNAs, the labeled and the
unlabeled strands (Figures 3A, 3C). The same RNase Il reaction was performed on a 5’ end-
labeled RNA hairpin structure (Figure 3B).

Within the 30 bp RNA duplex, two strong RNase lll-dependent cleavages were
mapped at G18 and A19 of the sense RNA strand, and at C14 and C15 of the asRNA strand,
leading to two nucleotides 3’-overhang (Figure 3A). Several additional weak but typical
RNase Il cleavages were located at G13/U14/U15 on the sense RNA strand and at
A17/C18/U19 on the asRNA strand, particularly at high RNase Ill concentrations (Figure 3A).
These cleavages were specific of the duplex formation because they were not observed in
the RNA strands alone (Figure 3A, lane 3). The same cleavages were found in the hairpin
structure, namely at G18, A19, C47 and C48, revealing that the apical loop did not alter the
recognition of the RNA by the enzyme. Interestingly, the strong RNase Ill cleavages located
at A19/C14 in the RNA-RNA duplex and at A19/C48 in the RNA hairpin corresponded to the
RNase lll cleavages found in the loop-loop interaction. We also analyzed the cleavage
pattern on an RNA duplex containing 33 bp. Three main cleavages were obtained at
positions U14, A18, and A22 of the sense RNA strand and at positions U13, C17 and C21 of
the asRNA strand (Figure 3C). The strongest cleavages (A18/C17) are located in the middle of
the helix while the other cleavages (U14/C21, A22/U13) occurred 12 and 11 bp from the 3’
end. Thus, the cleavage pattern of the 33 bp helix is somehow different to that obtained for
the 30 bp helix although the main cleavages at A18/C17 take place in the other constructs
(Figure 3).

Taken together these data showed that the RNA helix structure, i.e. number of base

pairs, rather than the sequence direct the RNase Il cleavages. In addition, an apical loop
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does not affect the RNase Ill cleavage location in the regular helix. In contrast to the loop-

loop complex, the regular helices are cleaved at several positions leading to 11 bp

fragments.
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Figure 3: RNase lll cleavage assays with various RNA helices. (A) RNase Il assays with the 30 bp regular helix.
Gel fractionation of RNase Il cleavages of 5’ end labeled sense RNA strand or antisense RNA (asRNA) strand.
Duplex formation was done as described in Material and Methods. Lanes 1, 2: Incubation controls of the 5’ end
labeled RNA free or in duplex, respectively; lane 3: RNase Il (3 uM) hydrolysis on the 5’ end labeled RNA alone;
lanes 4-9: RNase Ill assays performed on the RNA duplex in the presence of increasing concentrations of the
complementary strand (lanes 4, 6, 8: 100 nM; lanes 5, 7, 9: 250 nM) and with various concentrations of RNase
Il (lanes 4, 5: 0,5 uM; lanes 6, 7: 1 uM; lanes 8, 9: 3 uM); lanes T, L: RNase T1 under denaturing conditions and
alkaline ladders, respectively. Main RNase lll cleavage sites are shown by arrows on one side of the
autoradiography. The RNase lll cleavages are reported on the RNA secondary structure of the 30 bp helix.
Thick, thin and dashed arrows are for strong, moderate, and weak cleavages, respectively. The sense and
antisense (asRNA) RNA strands are specified. (B) RNase Il assays on the 30 bp helix terminated by a tetraloop.
Lane 1: Incubation control of the 5" end labeled RNA free; lanes 2-4: RNase lll hydrolysis on the 5’ end labeled
RNA using increasing concentrations of RNase Il (lane 2: 0,5 uM ; lane 3: 1 uM ; lane 4: 3 uM); lanes T, L: RNase
T1 under denaturing conditions and alkaline ladders, respectively. The RNase Il cleavages are reported on the
RNA secondary structure, same legend as above. (C) RNase Il assays with the 33 bp regular helix. Lanes 1, 2:
Incubation controls of the 5’ end labeled RNA free or in duplex, respectively; lane 3: RNase Il (1 uM) hydrolysis
with the 5’ end labeled RNA; lanes 4-7: RNase Il hydrolysis (1 uM) with the RNA duplex in the presence of
increasing concentrations of the complementary strand (lane 4: 50 nM; lane 5: 100 nM; lane 6: 200 nM; lane 7:
300 nM). The RNase Ill cleavages are reported on the RNA secondary structure of the 33 bp helix using the
same legend as above.

A bulged loop restrained the number of RNase Il cleavages in the helix

In order to create an irregularity into the regular 30 bp helix, we have introduced a
bulged loop 5’ to the UGGGAU/AUCCCA base pairings (Figure 4). The RNAs were chemically
synthesized and purified on a denaturing polyacrylamide gel and the conditions of
hybridization between two complementary RNA strands were optimized (results not shown).

After 5" end labeling, the RNase Ill cleavage reactions were performed on the free RNAs and
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the pre-formed RNA duplexes (Figures 4A, 4B). The data revealed that only one strong
cleavage occurred at C13 of the asRNA strand and at A23 of the sense RNA strand when the
RNA duplex was formed (Figures 4A, 4C). Hence, the addition of the bulged loop restrained
the number of RNase Il binding sites in comparison to the 30 bp regular helix (Figure 4C).
The same experiment was performed with the 36 bp helix interrupted by the same
internal loop (Figure 4B). Two major RNase Ill cleavages were found at A29 and A30 of the
sense RNA strand and at U13 and A14 of the asRNA strand, giving a two nucleotides 3’-
overhang (Figure 4C). Other weaker but typical RNase Ill cleavages were also detected
(Figure 4B). The RNase lll cleavage patterns obtained with the interrupted 30 bp and 36 bp
helices are very different. Thus, increasing the number of consecutive Watson-Crick (WC)

base pairings created other preferred RNase Il binding sites centered in the helix.
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Figure 4: RNase Il cleavage assays with the 30 bp and 36 bp regular helices interrupted by an internal loop.
(A) Gel fractionation of RNase Il cleavages of 5’-end-labeled sense RNA strand or asRNA strand (30 bp irregular
helix). Duplex formation was done as described in Material and Methods. Lanes 1, 2: Incubation controls of the
5’ end labeled RNA free or in duplex, respectively; lane 3: RNase Ill hydrolysis (1 uM) on the 5’ end labeled
RNA; lanes 4-9: RNase Ill hydrolysis on the RNA duplex in the presence of increasing concentrations of the
complementary strand (lanes 4, 6, 8: 100 nM; lanes 5, 7, 9: 250 nM) with various concentrations of RNase |l
(lanes 4, 5: 0.5 uM; lanes 6, 7: 1 uM; lanes 8, 9: 3 uM); lanes T, L: RNase T1 under denaturing conditions and
alkaline ladders, respectively. (B) Gel fractionation of RNase Ill cleavages of 5’-end-labeled sense RNA strand or
antisense RNA (asRNA) strand (36 bp irregular helix). Lanes 1, 2: Incubation controls of 5’ end labeled RNA free
or in duplex, respectively; lane 3: RNase Il hydrolysis (1,5 uM) on free 5’ end labeled RNA; lanes 4-7: RNase lI
hydrolysis (1,5 uM) was performed on the RNA duplex in the presence of increasing concentrations of one of
the complementary strand (lane 4: 50 nM; lane 5: 100 nM; lane 6: 200 nM; lane 9: 300 nM); lane L: alkaline
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ladder. (C) The RNase lll cleavages are reported on the 30 and 36 bp helices interrupted by an internal loop.
Thick, thin and dashed arrows are for strong, moderate, and weak cleavages, respectively. The sense and
antisense strands are specified. The sequences corresponding to the kissing interactions as found in RNAIlI-coa
mRNA complex are boxed.

RNase Ill does not improve the repressor activity of RNAIIl on coa mRNA translation
Knowing that RNase Il contributed to the efficiency of the RNAIlll-dependent
repression of coa mRNA 24, we monitored whether the enzyme is able to stabilize the
binding of RNAIIl to coa mRNA and/or to contribute to the efficiency of translation
repression. Recent biochemical analysis performed on S. aureus RNase Il showed that the
two conserved acidic residues, E135 and D63, are essential for catalysis, as their substitution
by alanine compromised cleavages without affecting RNA binding *°. These acidic residues
are part of the catalytic site, which together with two I\/Ig2+ ions perform the stepwise

29

hydrolysis of the phosphodiester bonds “°. The catalytically inactive E135A variant of

RNase Ill carrying a histidine epitope tag at its N-terminus was purified to homogeneity

16:21 Wwe first used gel retardation assays to monitor the effect

following expression in E. coli
of E135A mutant enzyme on complex formation between terminally labeled coa mRNA and
RNAIIIl. The data showed that the mutant E135A enzyme was able to bind the mRNA-RNAIII
complex but had no significant effect on the duplex stability (results not shown).

We then analyzed whether the binding of E135A RNase Il to the mRNA-RNAIII
complex contributes to the occlusion of the ribosome recruitment to its loading site.
Toeprinting assays were performed to monitor the formation of the ternary complex
between the S. aureus 30S subunits, coa mRNA and the initiator tRNAV®", A 5’ end-labeled
primer was first annealed to coa mRNA, followed by the addition of increasing
concentrations of E135A RNase Ill in the presence of RNAIII, the 30S subunits and the tRNA.
The experiment revealed that RNAIII binding alone was sufficient to prevent efficiently the
ribosome binding. However, we have observed the appearance of a reverse transcriptase
stop at position G+3 as the result of the interaction between RNAIIl and E135A RNase I
(Figure 5, lane 4). Because E135A RNase Il has lost its catalytic activity '® these data suggest

that RNase Il binding to the RNAIlll-coa mRNA regulatory complex arrest reverse

transcriptase elongation.
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Figure 5: Effect of the catalytically-inactive E135A RNase Ill mutant on ribosome binding with coa mRNA. (A)
Toeprinting assays. Formation of the ternary complex between coa mRNA (15 nM), S. aureus 30S ribosomal
subunits (250 nM) and initiator tRNA (1 uM) was monitored in the absence (lane 5, 6) and in the presence of
wild-type RNAIII (lanes 7-10: 100 nM). Various concentrations of E135A RNase IIl are also added (lane 8: 0,5
uM; lane 9: 1 uM; lane 10: 3 uM). The toeprint at position +16 is indicated. Incubation controls with free RNA
are shown in lane 1, in the presence of RNAIIl in lanes 2 and 4, and with E135A RNase Il in lanes 3 and 4. Lanes
U, G, C, A correspond to dideoxy-sequencing reactions performed with coa mRNA. (B) RNAIIl binds to the
ribosome binding site of coa mRNA. Arrows denote the reverse transcriptase pauses: the pause at position +3
was induced by the simultaneous binding of RNAIIl and E135A RNase lll to coa mRNA while the pause at
position +16 corresponded to the 30S-tRNA-mRNA complex formation (toeprint).

Discussion

Studies in E. coli revealed that the RNase Il enzyme cleaves regular helices with little

26; 30; 31

sequence specificity . These data showed that several RNA substrates contained both

positive and negative determinants allowing RNase Ill to cleave at a precise and specific

26; 27

position of a model RNA hairpin . Extensive mutations performed on this RNA hairpin

demonstrated that the RNA sequence extending 10-11 base pairs from the cleavage site

26; 27

affected the RNase Il activity . These studies revealed two main regions in the RNA helix

that mostly contributed to the enzyme recognition, i.e. the proximal box comprising the first
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4 bp adjacent to the cleavage site and the distal box located 8 bp after the cut. Interestingly,
the proximal box contains both positive and negative determinants, which cooperate to

26; 27

define the cleavage efficiency and specificity . The crystal structure of Aquifex aeolicus

RNase Il in complex with different dsRNAs > 3!

identified a large RNA-binding surface cleft
called the catalytic valley, which accommodates the dsRNA. The contacts between protein
and RNA span almost 11 bp from the cleavage site, and the hydrolysis of each strand

requires the two subunits 2% 2% 3% 32

. Furthermore, the dsRNA and the protein undergo
significant conformational changes during catalysis mediated through two Mg2+ ions %°. Each
subunit of the protein contains four RNA binding motifs (RBM) where RBM1, RBM2, and
RBM4 interact with the proximal, middle and distal sites of the helix, respectively, and RBM3
binds closely to the cleavage site (Figure 5A). Emerging from these studies, a model was
proposed where the RNA substrate is first selected by RBM1 and RBM2 and then transferred
to the catalytic site for scissile bond selection, mainly through RBM3 2% 2% 3% 32 A|| these
important findings provided some rules explaining how bacterial RNase Il selects RNA
substrates for binding and cleavage.

Besides regular helices, the E. coli enzyme was shown to bind and cleave a variety of

33

structures such as coaxially stacked short helices or dsRNA interrupted by internal

16:34 We show here that S. aureus RNase Il cleaves loop-loop interactions at a specific

loops
site, which is not strictly dependent on the nature of the WC base pairs (Figures 1, 6). The
base pair substitutions introduced at the kissing interactions formed between coa mRNA and
the quorum sensing regulatory RNAIII had no significant effect on the cleavage reaction and
specificity. Therefore, we propose that the loop-loop interaction provides a unique local
structure to direct the RNase Il cleavages at single positions of the kissing interactions. This
was visualized on a three-dimensional model of the kissing interactions, which took into

account the chemical probing data **

. The model revealed a co-axial stacking of the
intermolecular and intramolecular helices to form a long helical structure harboring a slight
bent (Figure 6A). This RNA structure model was then docked into the crystal structure of the
dsRNA-bound form of Aquifex RNase | 31 1t shows that the loop-loop interaction almost
perfectly fitted into the catalytic valley with the two cleavage sites located on the same face

close to the I\/Ig2+ ion and the conserved acidic residues (Figure 6B).
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Figure 6: Three-dimensional models of various RNA-RNA duplexes and interaction with RNase Ill. (A) Models
represented the regular 30 bp helix (in grey), the 30 bp helix interrupted by a bulged loop (in red), and the
kissing interactions as found in RNAIIl (yellow)-coa mRNA (orange). The IlI-D representations were drawn with
PYMOL program. The schematic views of the 30 bp RNA duplexes (regular helix, interrupted helix) with the
positioning of the RNA binding domains (RBM) of RNase lll are based on the crystal structure of Aquifex
aeolicus RNase 11l bound to dsRNA *%*': the boxed nucleotides represent the proximal (p), middle (m) and
distal (d) boxes from the major cleavage sites that are recognized by RBM1 to RBM4 of RNase Ill. The RBMs for
each RNase lll subunit are represented by different colors. (B, C) Docking of the kissing complexes of coa
mRNA-RNAIII (B) and of rot mRNA-RNAIII (C) on the crystal structure of Aquifex aeolicus RNase Ill containing
Mg2+ (from **; pdb coordinates 2NUG). The two subunits of RNase Il are colored in magenta and green. The
hairpin loop of RNAIIl is colored in yellow and the mRNA in orange. The cleavage sites are in blue. The site that
is not cleaved by RNase Il in rot-RNAIll kissing interaction is in red. A steric clash is visualized between the
connecting loop of the kissing interactions and one of the double stranded RNA binding domain (dsRBD)
domain of RNase lll. Schematic views represented the kissing interactions as it is found in (B) coa mRNA-RNAIII
and (C) rot-RNAIIl duplexes. Same legend as in Fig. 6A. Nucleotides of the hairpin H7 of RNAIIl are colored in
black and nucleotides of the mRNA hairpin are in orange.

Using the catalytic-defective mutant E135A RNase 11l *°, we showed that the mutant

enzyme did not improve either the binding of S. aureus RNAIIl to coa mRNA nor the capacity
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of RNAIIlI to prevent the formation of the initiation complex (Figure 5). These in vitro data
support the hypothesis that S. aureus RNase Il is required to irreversibly arrest the synthesis

of coagulase by initiating the degradation of the repressed mRNA 23

. The loop-loop
interaction provides an ideal RNase Il binding site to initiate the degradation of structured
elements in the mRNA. S. aureus RNAIIl and RNase Ill were also shown to conjointly repress

the translation of rot mRNA 2% 3

. In this system, two stem-loop structures of the regulatory
RNA base pair to two complementary hairpin loops within the 5’UTR of rot mRNA. A single
loop-loop interaction is not sufficient for repression and both kissing interactions contribute
to regulation: one contact occludes the RBS while the second one stabilizes the duplex 2. In
addition, rot mRNA was processed by RNase Ill in vivo when RNAIIl was produced 2 The
sequences of the two loop-loop interactions between S. aureus RNAIIl and rot mRNA are

almost identical to that found in RNAIll-cog mRNA 2% 23

(Figure 1A). While the two loops of
rot mRNA were cleaved by RNase Il similarly to coa mRNA, only the loop of RNAIIl which
was bound to the SD of rot mRNA was efficiently cleaved 23 (Figure 1). What could be the
molecular explanation for the different behavior of RNase Ill on the two kissing interactions?
The crystal structure of Aquifex RNase lll showed that the double-stranded RNA binding
domains (dsRBDs) are connected to the ribonuclease domains by flexible linkers . In the
structure of the protein bound to an RNA-RNA duplex, the RBM1 and RBM2 interact on the
opposite side of the RNA helix making contacts with the sugar-phosphate backbone of the

2931 The three-dimensional model of the kissing interaction sequestering the

minor groove
SD sequence of rot mRNA was built and docked on the crystal structure of the dsRNA-bound
form of Aquifex RNase lll (Figure 6B). The model shows that the large connecting loop
crossing the deep major groove of the kissing interactions makes a steric clash with RBM1 of
one monomer (Figure 6B). Interestingly, it was proposed that RBM1, which binds 1 bp from
the scissile bond, should contribute to the organization of the catalytic site structure %°.
Therefore, we suggest that the large connecting loop acts as a steric anti-determinant for
catalysis by altering the positioning of RBM1 and RBM2. Because several small asRNAs and
their target RNAs initiate fast binding by defined loop-loop contacts, they create potential

substrates for RNase IIl %3¢

. One characteristic example is E. coli OxyS sRNA, which
represses translation of fhlA mRNA through base-pairings between two non-contiguous

regions involving loop-loop interactions *’. The sequence of one of the kissing interactions
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(AGGGUU/AACCCUU), which sequestered the SD sequence of fhlA, is very similar to the base
pairings found in coa-RNAIlIl and rot-RNAIIl complexes suggesting that OxyS-fhl[A mRNA
complex might represent another novel target for E. coli RNase lll cleavage.

To analyze the influence of the UGGGAU/AUCCCA interaction on RNase |l
recognition and cleavage, this module has been introduced into regular helices of different
sizes, in helices interrupted by bulged loops, and in a stem-loop structure (Figure 1). As
described above, the homodimeric RNase Il enzyme covers 22 bp of RNA-RNA duplex
leading to cleavage staggered by two base pairs after 11 bp on each strand. Statistically, the
enzyme can bind at several positions but will cleave only if the helical length requirements
are satisfied. With this ruler, all cleavages obtained on the different helices and hairpins can
be readily explained. For instance, two major and several weak RNase Il cleavage sites on
each strand were found in the 30 bp long RNA duplex, leading to RNA fragments of 10-11 bp.
However, the major cleavages were obtained within the G-C rich sequence motif indicating
that the stacking of nucleotides might locally favor the binding of RNase lll. Closing the 30 bp
helix with a tetraloop did not modify the reactivity of the enzyme and the cleavage positions
were identical to the parental helix. This indicated that the presence of an apical loop did
not determine the cleavage site selection as it was shown for the homologous yeast enzyme

f 3. In contrast, the

where the cut is determined by the distance from a tetraloop moti
introduction of an asymmetrical internal loop in the middle of the 30 bp helix did not create
a new cleavage site but restrained the number of S. aureus RNase Il cuts (Figures 1 and 4).
Structure modeling suggested that the bulged loop behaves as a negative signature and
prevents the RNase Ill recognition of the upper helix due to steric hindrance. The addition of
3 bp to the 30 pb regular helix or 6 bp to the interrupted helix drastically changed the
RNase lll cleavage patterns (Figures 3, 4). In both cases, typical and strong RNase llI
cleavages occurred on both strands located at the middle of the helix. Recent studies based
on co-immunoprecipitation assays and deep sequencing identified novel RNA substrates of
S. aureus RNase 111 *°. Several of the RNAs are characterized by hairpin loops that are cleaved
on both sides of 22-25 bp long helices at unique positions leading to RNA fragments of 9 to

12 bp with 2 nt 3’-overhang (Figure S1). We did not observe any particular sequence motifs

although the stems are A-U/U-A rich and carry several non-canonical base pairs.
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In summary, this study shows that loop-loop interactions connected by short
unpaired regions represent a unique topology to create a single binding site for S. aureus
RNase IIl. This work also stresses the role of RNase Ill as a co-factor of regulatory RNAs acting
as asRNA. As it was shown for the E. coli enzyme, the sequence of the helix, the number of
consecutive WC including non-canonical bp, and the presence of bulged nucleotides
contribute in a positive or negative manner to induce or prevent RNase Il cleavages. We
anticipate that careful analysis of the whole set of RNA substrates of S. aureus RNase ll|
should unravel unexpected topologies recognized by the enzyme that might play important

roles in RNA decay, processing or gene regulation.

Methods and Materials

RNA preparation. RNAIll, fragments of coa mRNA (including the whole 5’UTR and 126 nt of
the coding sequence), and rot mRNA (including the whole 5’'UTR and 100 nt of the coding
sequence) were transcribed in vitro using home-made T7 RNA polymerase *°. Mutations
have been introduced in the hairpin loop 7 of RNAIIl (AUCCCA245 changed by GGGAUA245)
and in the coding region of coa mRNA (UGGGAU98 changed by UAUCCC98) using the
Quickchange XL Site-directed mutagenesis protocol (Stratagene). The oligonucleotides used
for the mutagenesis of coa mRNA were
AGCAGTTGCATCTAGCTTATTTACATATCCCAACAAAGCAGATGCGTAGT and its antisense, and
for RNAIIl, CTAAAGTATGAGTTATTAAGCCGGGATAACTTAATAACCATGTAAAATT and its
antisense; nucleotides in italic represented the mutation sites. The transcribed RNAs were
purified by 8% polyacrylamide-8 M urea gel electrophoresis. After elution in 0.5M
ammonium acetate/1 mM EDTA buffer, the RNAs were precipitated twice with ethanol.
Before use, the pellets were dissolved in sterile bi-distillated water and the concentration
was measured accurately. The various RNA fragments were chemically synthesized by
Integrated DNA Technologies (Belgium). The RNAs were purified on HPLC and their quality
was verified on a 15% polyacrylamide-8 M urea gel electrophoresis.

The 5' end-labeling of dephosphorylated transcribed RNA or of the chemically
synthesized RNA was performed with T4 polynucleotide kinase and [y—32P]ATP. Before use,

RNAs were renatured by incubation at 90°C for 2 min in water, 1 min on ice, followed by an
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incubation step at 20°C for 15 min in TMN buffer (20 mM Tris-acetate pH 7.5, 10 mM
magnesium-acetate, 150 mM Na-acetate).

Complex formation between sense and asRNAs was formed under denaturing and
native conditions. The 5’ end-labeled or unlabeled RNA (3 10 M) was mixed with a fivefold
excess of unlabeled complementary RNA and duplexes were formed by incubation of the
two RNAs at 90°C for 2 min followed by slow cooling to 37°C in TMN buffer. Duplex
formation was monitored on gel retardation assays using 8% polyacrylamide gel

electrophoresis under non-denaturing conditions.

RNase Il purification. Wild-type and mutant E135A RNase IIl were cloned in vectors pQE30
derivatives and the plasmids were transformed into E. coli strain M15[pREP4].
Overexpression and purification of the two enzymes carrying 6 histidines at their N-terminus
were done as described previously *°. After cell growth and grinding, the soluble fraction of
the protein was precipitated by gentle addition of 4.58 g of ammonium sulfate (2 M final
concentration) for 1 h on ice, and centrifuged (30 min, 10000 rpm, 4°C). The pellet was
dissolved in 10 ml of 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA, and was incubated with the
Ni**-beads (Qiagen) for 1 h at 4°C. After successive washing steps, the enzymes were eluted
using 500 mM of imidazole in 25 mM of Tris-HCl (pH 8), 1 M NH4Cl, 1 mM DTT. The fractions
containing the protein were then directly loaded on a polyl-polyC chromatography
(Pharmacia) pre-equilibrated with 25 mM of Tris-HCI (pH 8), 1 M NH4CIl, 1 mM DTT and the
elution is done in the same buffer containing 2 M NH4Cl. The purified WT and E135A
RNase lll were then dialyzed at 4°C against 30 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM KCl, 0.1 mM DTT,
0.1 mM EDTA, 50% bidistillated glycerol. Mass spectrometry analysis was carried out on the

purified enzyme.

RNase lll cleavage assays. The RNase Il cleavage assay was done either on 5’ end-labeled
(50000 cpm) or unlabeled RNA (1-2 pmol). Reaction was carried out with purified RNase Il
(0.5-2 uM), 1 pg of yeast total tRNA in 10 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM MgCl,, 100 mM KCl,
DTT 1 mn for 5 min at 37°C.

Primer extension was used to assign the RNase Il cleavages on unlabeled RNA. The

cleaved RNA was hybridized with a 5’-labeled oligonucleotide complementary to the hairpirn
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loop of H7 of RNAIII (0.4 pmol; ATTATCTGTAATGATAATTAAGAA) as follows: 90°C for 1 min,
1 min on ice and then incubated at 20°C for 15 min in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM MgCl,,
50 mM KCI. Reverse transcription was performed with 0.3 mM dNTPs and 0.1 U/ul RT (AMV)
at 37°C for 30 min. After destruction of the RNA template, samples were run on 8%
polyacrylamide-7 M urea gels. Sequencing reactions were done in parallel on the RNA
transcripts. When 5’ end-labeled RNA was used, the cleavages were assigned using RNase T1

hydrolysis performed under denaturing conditions and an alkaline ladder.

Enzymatic structure probing. The secondary structure of 5’ end-labeled WT or mutant coa
mRNA free (1-2 pmol) or bound to WT or mutant RNAIIl (50-250 nM) was probed by
RNase T1 and RNase V1. Complex formation was carried out on previously renatured RNAs
at 37°C for 15 min in 10 ul of buffer containing 10 mM Tris-HCI, pH 8, 10 mM MgCl,, 100 mM
KCl, 1 mM DTT. Enzymatic hydrolysis were performed at 37°C for 5 min in the presence of
1 pg carrier tRNA with RNase T1 (0.0025 U) or RNase V1 (0.1 U). Reactions were stopped by
phenol/chloroform extraction followed by ethanol precipitation. Incubation controls were
done in parallel to detect nicks in the RNA and the cleavages were assigned using RNase T1

hydrolysis under denaturing conditions and an alkaline ladder.

Toeprinting assays. The formation of a simplified translational initiation complex with coa

%0 Coa mRNA was annealed to the 5’ end-

mRNA was done using published procedure
labeled oligonucleotide (complementary to nucleotides 99 to 117) in 20 mM Tris-acetate
pH 7.5, 60 mM NH,Cl, 3 mM R-mercaptoethanol, heated at 90°C for 1 min and cooled on ice
for 1 min. Mg-acetate was added at 10 mM final concentration and incubation was
continued at 20°C for 20 min. Initiation complex formation was performed at 37°C for 15 min
in 10 mM Tris-acetate pH 7.4, 60 mM NH,Cl, 10 mM Mg-acetate, 6 mM R-mercaptoethanol
in the presence of coa mRNA annealed to the labeled primer, 0.1-0.5 uM 30S subunits and

1 uM initiator tRNA™¢!

. Primer extension reactions were subsequently performed by adding
2-4 units of AMV reverse transcriptase at 37°C for 15 min. Reactions were stopped by phenol
extraction followed by ethanol precipitation, and samples were loaded on 8%

polyacrylamide-8 M urea slab gels.
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Molecular modeling. Modeling of the kissing interactions of the coa mRNA (residues U73 to
A114) with the hairpin loop 7 of RNAIIl (residues A223 to U256), of the hairpin loop
containing the SD sequence of rot mRNA (residues G205 to C240) bound to the hairpin loop
14 of RNAIIl (residues G484 to C512), of a 30 bp regular helix, and of a 30 bp helix
interrupted by a bulged loop were carried out as previously described *¥ %% After the
interactive assembly step, several cycles of geometrical least-square refinements were
performed until a satisfactory solution was reached. The IlI-D models of the kissing
interactions were docked on the crystal structure of Aquifex aeolicus RNase Il containing
Mg?*. The pdb coordinates (2NUG) corresponded to the active form of the protein
complexed to a cleaved dsRNA %. The pictures were prepared using the PYMOL program

(DeLano WL, The PyMOL Molecular Graphics System 2002; http://www.pymol.org).
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Figure S1: Examples of various RNA substrates of S. aureus RNase Il (from Lioliou et al. 16). RNase Il affected
the turnover of the non coding RNA RsaA and of spa mRNA encoding protein A by inducing cleavages in the
hairpin structures of both RNAs. RNase lll-dependent cleavages in the 5’ untranslated region (5’UTR) of cspA
mRNA, encoding the major cold shock protein CspA, led to a more stable mRNA. For comparison, a regular
helix is drawn with the three boxes of nucleotides (P for proximal, m for middle, and d for distal) that are
recognized by specific RNA binding motif of RNase Ill (RBM1 to RBM4). These three boxes are also drawn on

the three hairpin motifs. Arrows denote the RNase Il cleavages.
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Avant mon arrivée au laboratoire, une étude prédictive, réalisée par Tom Geissmann
en collaboration avec Christine Gaspin, a conduit a l'identification de nouveaux ARN
régulateurs exprimés au sein des IGR de S. aureus. Les parametres utilisés dans cette étude
se distinguent en trois catégories : (i) analyse du degré de conservation des IGR d'une taille
supérieure a 100 bases chez les firmicutes ou chez les Staphylococceae (genre Macrococcus
et Staphylococcus) ; (ii) prédiction des régions structurées et riches en GC en discriminant les
ARN déja connus (ARNt, ARNr) issus des banques de données RFAM et GeneBank et (iii)
prédiction de motif structuraux tels que des terminateurs de transcription orphelins et
recherche des séquences consensus (boite -10 et -35) des promoteurs ¢” et a®.

L'attention s'est portée sur les candidats présentant au moins deux des trois criteres
décrits ci-dessus. L'expression de 36 d'entre eux a ensuite été testée par northern dans
différentes conditions de culture (BHI (milieu riche), NZM (milieu minimum), NaCl 15% (choc
osmotique), paraquat ou H,0, (stress oxydatif), dipyridile (chélateur du fer), pH) et dans
diverses souches de S. aureus (RN6390, SH1000, RN1HG, Newman et COL) pour aboutir a la

validation de 11 nouveaux ARN régulateurs.
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RsaA

RsaA est exprimé abondamment chez les bactéries exprimant o® (Newman, COL,
SH1000 et RN1HG) et s'accumule majoritairement en phase stationnaire de croissance et en
réponse 3 un choc osmotique (15% de NaCl). La séquence consensus du promoteur c® est
retrouvée en amont du TSS de I'ARN ( ). RsaA fait donc partie du régulon o® et
pourrait étre son bras répresseur. Sa transcription aboutit a deux produits : un ARN
majoritaire et stable de 139 nts (demi-vie supérieure a une heure) et un ARN de 276 nts
beaucoup moins exprimé et plus instable, résultant de I'arrét de la transcription a un second
terminateur (demi-vie de I'ordre de la minute). Des expériences de cartographie en solution
montrent que la version courte de RsaA est trés structurée et possede trois tiges-boucles
stables, dont l'une correspond au terminateur de transcription Rho-indépendant. Cette
structure secondaire protége RsaA contre |la dégradation par les exoribonucléases (

). En revanche, des prédictions de structures secondaires (contraFOLD et mFOLD) sur la
version longue de RsaA (276 nts) montrent que I'extension de 137 nts est peu structurée en
dehors du terminateur de transcription (données non montrées). La RNase Il (Lioliou et al.,
2012) et la RNase Y (Marincola et al., 2012) sont toutes deux impliqués dans |la dégradation
de RsaA. Le temps de demi vie de cet ARN est fortement perturbé dans les souches
n’exprimant pas soit la RNase lll, soit la RNase Y. Une seconde caractéristique particuliere de
RsaA est que ce dernier possede un motif riche en C, conservé dans plusieurs souches de S.
aureus, similaire a celui porté par les tiges boucles 7, 13 et 14 de I'ARNIIl. De maniére
intéressante, ce motif est retrouvé dans plusieurs ARN régulateurs de S. aureus et pourrait

distinguer une classe d'ARN dédiée a la répression de la traduction des ARNm cibles.

Le motif riche en C est-il le domaine fonctionnel de RsaA ? Quels sont ses cibles

directes et ses réseaux de régulation ?
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Figure 33 : RsaA, nouveau ARN régulateur chez S. aureus.

RsaA est localisé dans la région intergénique entre les genes SA0543 et SA0544 (image d'une capture d'écran
du logiciel de visualisation génomique Apollo). La séquence consensus du promoteur o® (bofte -10 et -35 en
rouge) est trouvée en amont du TSS (+1 en vert). La structure secondaire de RsaA a été obtenue par des
expériences de cartographie en solution (Clément Chevalier) et le motif riche en C est en rouge. RsaA est stable
(demi-vie supérieure a 1h) et s'accumule majoritairement en phase stationnaire de croissance (Geissmann et
al., 2009)

o® est un facteur de transcription qui forme une holoenzyme avec la RNAP pour la
guider vers des promoteurs spécifiques. La séquence consensus des promoteurs o°
DGWKTNDN1,..1sGGRWAW (D=A,GouT; W=AouT;K=GouTetR=AouG,N=AC,G
ou T) est partagée entre B. subtilis et S. aureus (Petersohn et al., 1999). Chez B. subtilis et S.
aureus, o° est séquestré par RsbW pendant la croissance bactérienne. RsbW posséde une
activité kinase maintenant RsbV, son antagoniste, dans un état inactif phosphorylé. Les voies
d'activation divergent entre les deux bactéries. Chez B. subtilis, RsbV est déphosphorylée par
I'action de phosphatases induites dans deux cas de figure. Lors d'un stress énergétique

(diminution des ressources en ATP), RsbQ active la phosphatase RsbP. La seconde
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phosphatase, RsbU, est activée lors d'un stress environnemental (stress alcalin) via un
complexe multi-protéique, le stressosome (Delumeau et al., 2006). RsbU et RsbP, sous leurs
formes actives, déphosphorylent RsbV qui se liera a RsbW, permettant ainsi la libération de
o® et en conséquence la transcription des génes appartenant a son régulon (revue Marles-
Writght et al., 2007). Chez S. aureus, |'activation de o® a évolué différemment. Seule la voie
d'activation par rsbU est retrouvée (revue Hecker et al., 2007). De plus, la délétion de ce
dernier n'inactive pas totalement l'expression de o° dans la souche FDA486, laissant
supposer que d'autres facteurs seraient impliqués dans I'activation de ¢® (Palma et al,,
2001). Chez S. aureus, I'ARNm codant pour o® s'accumule en phase stationnaire de
croissance ou en réponse a un choc thermique, salin et alcalin (Pané-Farré et al., 2006).
L'analyse du transcriptome des souches Newman, COL et GP268 et de leurs mutants
isogéniques (ArsbUVW-sigB) montre que o® régule I'expression de génes impliqués dans de
nombreux de processus cellulaires : métabolisme, virulence, transport et paroi (Bischoff et
al., 2004). De maniére générale, |'expression de ® est antagoniste au systéme agr : elle
résulte en une inhibition des exoprotéines au profit de la synthése des genes d'adhésion. En
effet, I'expression de 6® modulerait les niveaux d'expression du systéme agr et de I'ARNIII ; la
comparaison entre la souche NCTC8325 (rsbU’) et la souche RN1HG (rsbU réparé) montre
que I'expression de I'ARNIII est moins importante lorsque o® est actif (Herbert et al., 2010).
RsaA faisant parti du régulon de o®, existent-t-il des liens permettant de relier
I'adaptation au stress médié par ® et la régulation de I'expression des génes de virulence

médiée par agr ?

RsaA

L'identification des cibles d'un ARN régulateur reste toujours a I'heure actuelle une
guestion a laquelle il est difficile de répondre. En effet, aucune stratégie unique n'existe
pour identifier directement toutes les cibles directes d'un sARN (Vogel et Wagner 2007). Les
raisons se trouvent dans la grande variété des mécanismes de régulation utilisés par les
sARN qui peuvent moduler aussi bien I'expression d'ARNm que de protéines (

[11.B). L'identification des cibles d'un ARN repose donc sur |'utilisation combinée

d'approches in silico et in vivo pour établir une liste de candidats potentiellement régulés par
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un sARN. In silico, I'utilisation de programmes bioinformatiques prédit les duplexes les plus
stables entre le sARN et les ARNm cibles. In vivo, |'utilisation de techniques globales telles
que l'analyse du transcriptome et du protéome identifient les fonctions régulées par le
sARN. C'est souvent la combinaison des résultats qui conduit a établir une liste de cibles
potentielles. La validation des cibles directes de I'ARN régulateur nécessite I'utilisation de
fusion transcriptionnelle et traductionnelle pour confirmer le niveau de régulation in vivo. La
détermination des sites d'interaction, I'affinité des deux partenaires et le mécanisme de

régulation de la cible permettent de comprendre les relations entre structure et régulation

( )-
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in vivo In vitro

Combinaison de stratégies in silico, in vivo et in vitro pour I'étude fonctionnelle des sARN.

En commencant |'étude fonctionnelle de RsaA, mon attention s'est portée tout
d'abord sur les prédictions déja disponibles a mon arrivée au laboratoire. Elles utilisent la
méme méthode que les prédictions des cibles de I'ARNIII, et consiste a rechercher les
appariements stables potentiels entre la région 5'UTR allant de la position -50 a + 50 des
ARNm (la position +1 marquant I'adénine du codon d'initiation de la traduction AUG) avec la
séquence du sARN. Cette stratégie a permis l'identification de la quasi-totalité des cibles de
I'ARNIII (3 I'exception de I'ARNm [ytM). Parmi les duplexes les plus stables, deux impliquaient
les ARNm citM et pycA et le motif riche en C de RsaA. Ces deux ARNm appartiennent au
régulon de o® et sont réprimés par o® (Bischoff et al., 2004). Il est donc tentant d'émettre
I'hypothése que la répression observée résulte de l'action de RsaA. Comme les ARNm
réprimés au niveau traductionnel sont en général rapidement dégradés, j'ai analysé
I'expression de ces ARNm par northern. Cependant, aucune différence d'expression n'a été

observée entre la souche RN1HG et une souche isogénique délétée du gene rsaA dans un
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milieu riche. D'autres cibles ont été testées comme I'ARNm set11 (codant pour I'exotoxine
11) et SA2226 (codant pour une perméase) sans donner de résultats probants (données non
montrées). Bien que I'étude de ces cibles potentielles n’ait pas été poursuivie, je n’exclue

pas la possibilité que RsaA puisse réguler la traduction de ces ARNm.

RsaA

La majorité des ARN régulateurs dont la fonction a été caractérisée a ce jour agissent
par appariement de bases avec un ARNm cible. Pour identifier les cibles potentielles de
RsaA, j'ai combiné deux stratégies. Plusieurs programmes bioinformatique ont été utilisés
pour rechercher les appariements entre les régions RBS des ARNm et RsaA. Les résultats
obtenus ont été comparés a ceux d'une analyse comparative globale du protéome sur des

extraits totaux de protéines.

La plupart des programmes bioinformatiques utilisés dans la recherche d'ARNm
cibles potentiels demandent de préciser une région de I'ARNm a prendre en considération
dans la recherche de duplexes stables avec un sARN. Comme nous l'avons vu dans
I (voir 111.B.2.b), la région 5'UTR des ARNm au voisinage du RBS et de I'AUG
constitue une région privilégiée de fixation des sARN. Chez les bactéries gram positives, les
ARNm possédent une séquence SD forte qui permet de recruter rapidement le ribosome
pour une expression efficace (Ma et al., 2002). Le recouvrement de I'"ARNm par des
ribosomes le protége contre la dégradation par les RNases et la fixation du sARN régulateur.
Pour étre efficace, la fixation du sARN a sa cible doit se faire avant l'initiation de la
traduction pour empécher la synthése de protéines. La présence d'un motif riche en C,
capable de s'apparier rapidement et fortement a la séquence Shine-Dalgarno riche en G de
I'ARNmM est une stratégie adaptée pour une répression efficace de I'ARNm et empécher la
fixation du ribosome. Durant mon doctorat, plusieurs outils dédiés a l'identification des
appariements complémentaires entre deux ARN ont été developpés. Tous disposent d'une
interface WEB les rendant accessibles et faciles a utiliser. Ces approches sont trés rapides et

permettent d'avoir une liste importante de candidats potentiels. Néanmoins, elles résultent
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également dans la détection d'un grand nombre de faux positifs, d'ou l'idée de comparer les
résultats de plusieurs programmes utilisant des critéres pour voir si certaines cibles sont

prédites plusieurs fois.

Le programme TargetRNA (http://snowwhite.wellesley.edu/TargetRNA/) se base sur
le principe qu'un appariement sARN/ARNm cible constitue un module conservé et
identifiable dans des génomes de bactéries proches. Ce programme retrouve des cibles
validées expérimentalement pour certains sARN principalement issus des bactéries Gram
négatives, comme par exemple spot42. Une limitation de ce programme est qu'il ne tient
pas compte de la structure secondaire des partenaires et donc de l'accessibilité des
séquences prédites dans les appariements (Tjaden 2008). L'interface permet de tenir
compte ou non d'un terminateur de transcription (enlevé par défaut), de choisir un
organisme proche pour la recherche de duplexes orthologues, de définir la région a prendre
en compte au niveau des ARNm (-30 a +20 par défaut) et de choisir la longueur minimale du
duplexe (Seed) en autorisant ou non les appariements de bases non canoniques G-U. Dans le

, la recherche des cibles de RsaA s'est faite dans le génome de la souche N315 avec
comme organisme orthologue la souche Mu50.

RNApredator (http://rna.tbi.univie.ac.at/RNApredator2/target_search.cgi) prend en
considération I'accessibilité des séquences dans les appariements sARN / ARNm et les
annotations de la base de données GO pour identifier des génes appartenant a une méme
voie métabolique ou cellulaire. Les auteurs mettent également en avant la rapidité du
logiciel. L'ensemble de la séquence de I'ARNm est utilisé dans ce programme. Ainsi, dans le

, les 10 meilleurs candidats présentés montrent des duplexes impliquant soit la
région codante, soit la région 5' UTR, mais aucun impliquant le RBS des ARNm. L'interface
web invite |'utilisateur a rentrer un génome via son numéro d'acces Ref-seq (NC_002745
pour S. aureus N315) et une séquence d'ARN régulateur. Une des limites de ce programme
est qu'il ne permet pas de modification de parameétres comme par exemple la définition de
la longueur minimale d'interaction et ne tient pas compte de la conservation des cibles
d'autres bactéries (Eggenhofer et al., 2011).

De maniére similaire, le programme IntaRNA (http://rna.informatik.uni-

freiburg.de:8080/IntaRNA.jsp) tient lui aussi compte de [|'accessibilité des régions
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d'interactions des deux ARN. A l'inverse de RNApredator, il laisse la possibilité a |'utilisateur
de choisir la région de I'ARNm a cibler, la longueur minimale de l'interaction, et il permet a
['utilisateur de déterminer la séquence a privilégier dans les appariements au niveau du
sARN étudié. Cependant, le programme ne tient pas compte de la conservation de I'hybride
dans les bactéries proches et nécessite plus de temps pour afficher les résultats (entre 20 et
30 minutes). Dans le , IntaRNA-1 représente les cibles identifiées en utilisant les

parameétres par défaut et IntaRNA-2 les cibles obtenues en orientant la recherche avec la

séquence riche en C de RsaA (seed 87 a 93, avec au minimum 5 appariements) (Busch et al.,

2008).

cible d® cible c’ (kJ?anol) cible c’ (kCaAI/Gmol) cible c® (kCaAI/Gmol) cible o8
SA0641 non SA1654 non -23,27 SA0641 non -17.8 SA0641 non -17.801 SA1435 non
SA1990 non | SA0305 non  -17,53 | SA1956 non 1778 | 'sa1001  non 13.64 SA0688  non
SA1956 non SA2168 non -16,66 SA1001 non -13.64 SA2353 non -13.48 SA2047 non
SA0387 non | SA0523 non  -1658 | SA2353  non 1348 151833 non “13.48 SA2181  non
SA1140 non SA0221 non -15,98 SA1833 non -13.35 SA0424 non -13.06 SA1270 non
SA0815 non SA0522 non -15.95 SA0424 non -13.06 SA2485 up -13.00 SA1256 non
SA0957 non | SA2328 non  -15.95 | SA2485  up 1300 1sp2330  non 12.92 SA1327  non
SA0266 non SA1945 non -15.22 SA2332 up "12.92 SA1735 non -12.84 SA2051 non
SA0498  non | SA0825 non  -15.16 | SA2271  non 1280 1 spa1586  non 1277 SA0602  non
SA2074 non | SA1020 non -14.92 SA1586  non 1277 SA1394 non 1271 SA0726 non

Liste des 10 meilleurs ARNm candidats formant potentiellement un duplex avec RsaA in silico.

En orange et bleu, candidats retrouvés dans des approches différentes. En violet, protéine identifiée par les
analyses du protéome. Les stabilités estimées des duplexes sont indiquées pour RNApredator (kl/mol) et
IntaRNA (kCal/mol) (les deux autres approches se basent sur |'attribution de scores) ( ILA.1.b).

Le tableau récapitulatif ci-dessus montre que seulement deux cibles, SA0641 et
SA1956, sont retrouvées plusieurs fois. Les autres candidats sont uniques soulignant sans
doute un grand nombre de faux-positifs, et les données bibliographiques en ma possession
ne me permettent pas de les relier au régulon de o® (Bishoff et al., 2004). Néanmoins, il est
intéressant de noter que le motif riche en C de RsaA est reconnu comme accessible, puisque
8 des 10 candidats prédits par IntaRNA sont communs entre la recherche par défaut et celle
utilisant le motif riche en C. De maniére intéressante, méme si seulement deux cibles sont

communes, les criteres utilisés entre TargetRNA et IntaRNA se completent de maniere
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élégante. La conservation dans les génomes proches, en association avec des régions
accessibles a la fois sur le sARN et I'ARNm rend les cibles SAO641 et SA1956 tres
intéressantes a étudier.

Une recherche sur les bases de données STRING et NCBI indique que SA0641 code
pour le facteur de transcription MgrA (Luong et al., 2003), connu également sous le nom de
RAT (Ingavale et al., 2003) ou de NorR (Truong et al., 2003). MgrA régule la formation de
biofilm (Trotonda et al., 2008), de capsules (Luong et al., 2006), I'autolyse (Ingavale et al.,
2003) et I'expression de certains facteurs de virulence. MgrA a aussi un effet positif sur le
systéme agrA (Ingavale et al., 2005). C'est pour les fonctions multiples qu'il exerce dans la
physiologie globale de S. aureus qu'il est aujourd'hui considéré comme une cible dans la

mise au point de nouvelles molécules thérapeutiques (Sun et al., 2011).

Pour compléter ces prédictions, j'ai utilisé en paralléle une analyse comparative du
protéome pour identifier d'autres cibles et définir les processus biologiques régulés par
RsaA. Cette approche possede également I'avantage d'étre insensible au mécanisme de
régulation (activation ou répression a un site différent du RBS) et a la stabilité de 'ARNm. Au
laboratoire, I'analyse comparative du protéome a été développée par Pierre Fechter en
collaboration avec Phillippe Hammann (plateforme protéomique, IBMC). Le principe est de
séparer les protéines sur un gel en deux dimensions : la premiére en fonction de leur point
isoélectrique (pl), la seconde en fonction de leur masse moléculaire. La technique que j'ai
utilisée est la 2-D DIGE (fluorescence difference gel electophoresis). Le principe de séparation
des protéines reste le méme, mais ces dernieres sont préalablement marquées avec un
fluorophore "CyDye". Le marquage des protéines est statistique et s'opére via la fixation
d'un groupement N-hydroxysuccinimidyl sur les lysines des protéines a pH 8,5. Au final, seul
1% de I'ensemble des protéines sont marquées. Trois CyDye sont disponibles : Cy2 (A.x 488
nmM, Aem 520 Nm), Cy3 (Aex 532 NM, Aem 580 nm) et Cy5 (Aex 633 NM, Aem 670 NmM). L'ajout du
fluorophore a la protéine ne change pas la charge globale car la charge positive perdue au
niveau des lysines est compensée par la charge positive propre aux réactifs CyDye.

Néanmoins, la fixation ajoute une masse moléculaire de 500 Da a la protéine, entrainant un
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décalage durant la seconde dimension, amplifié pour les protéines de faible PM. Le
séquencage des protéines a la fin de I'expérience se fait en conséquence a partir des gels
colorés au bleu de coomassie puisque la majorité des protéines n’est pas marquée (

).

Dans mes expériences, un extrait des protéines cytoplasmiques et membranaires est
préparé a partir des souches RN1HG et RN1HG ArsaA mises en culture dans le milieu riche
BHI jusqu'en phase stationnaire de croissance, permettant une expression maximale de
RsaA. Les fluorophores Cy3 et Cy5 servent a marquer les extraits des souches sauvage et
mutante, respectivement. En paralléle, un mélange des deux extraits est marqué a la Cy2 qui
sert de controle interne dans la quantification des signaux de fluorescence. L'ensemble des
réactions de marquage est séparé sur le méme gel 2D. En conséquence, la superposition des
images obtenues est automatique ( ). Les expériences ont été réalisées sur deux
échantillons de protéines, chaque expérience ayant fait I'objet d'un dupliquat expérimental.
Les spots présentant une différence d'expression de deux fois ou plus entre la souche
sauvage et mutante et retrouvés dans tous les gels sont extraits puis soumis a une digestion

a la trypsine. Les fragments ont ensuite été identifiés par spectrométrie de masse.
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Analyse comparative du protéome par la technique 2D-DIGE.

Les lysines des protéines sont marquées statistiquement avec un fluorophore de type CyDye. Aprés une étape
de réduction pour neutraliser les lysines et les groupements ester n'ayant pas réagi, les extraits protéiques
marqués avec la Cy2, Cy3 et Cy5 sont séparés sur le méme gel en fonction du pl (1ére dimension : isofocalisation
électrique avec un gradient de pH allant de 4 a 7) puis de la masse moléculaire (2éme dimension : gel SDS-PAGE
12%). Les images des gels sont obtenues grace a un scanner capable d'exciter chaque sonde fluorescente et
d'enregistrer les signaux émis. L'image finale est une superposition du protéome de la souche RN1HG en vert
et de la souche RN1HG ArsaA en rouge. Les protéines, dont la synthése ne varie pas, apparaissent en jaune.

De maniere surprenante, la délétion du gene rsaA induit des effets multiples sur le
protéome de la souche RN1HG de S. aureus. Pour chaque protéine séquencée et identifiée,
dont I'expression est dépendante de RsaA et pour lesquelles aucun appariements n'ont été
prédits avec les programmes RNApredator, IntaRNA et TargetRNA, j'ai cherché des
duplexes stables éventuels entre la région 5'UTR de I'ARNm (de -50 a +50) et le motif riche
en C de RsaA en utilisant des programmes de repliement d'ARN comme mFOLD (Zuker 2003)
et contraFOLD (Do et al., 2006) ( ). Pour I'ensemble des candidats testés, seul un
duplexe stable ressort avec I'ARNm yabJ-spoVG ( ). Cet ARNm est sous le contrdle

d'un promoteur o® (Bishoff et al., 2004) et est impliqué dans la synthése de capsules. Ces
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dernieres protégent la bactérie contre la phagocytose par les macrophages et contre |'action
des antibiotiques de la paroi, comme la méticilline et les glycopeptides (Meier et al., 2007,
Schulthess et al., 2009). Pourquoi ce duplex n'est-il pas prédit avec les programmes de
recherche de cibles (voir [ILA.1.a) ? D'un point de vue structural, une prédiction de
I'ensemble de la région 5'UTR de yabJ montre une région relativement structurée et
présente le SD et I'AUG au niveau d'une boucle apicale, expliquant sans doute pourquoi
cette cible n'a pas été détectée par RNApredator et IntaRNA qui, pour rappel, prennent en
compte l'accessibilité des régions dans la recherche d'appariements stables avec un sARN. Le
fait que cette cible ne soit pas non plus identifiée par TargetRNA suggére t-il que le duplexe
n'est retrouvé que dans la souche RN1HG? Une analyse de la région 5'UTR de I'ARNm yabJ
montre qu'elle est trés conservée dans plusieurs especes de S. aureus.

Existe-t-il d'autres candidats pour une régulation par RsaA capable d'expliquer les
résultats du l'analyse comparative du protéome ? Pour rappel, les analyses in silico font
ressortir I'ARNm codant pour le facteur de transcription MgrA comme cible potentielle.
Réguler I'expression d'un facteur global de la transcription permettrait a la bactérie de
moduler simultanément I'expression de nombreux génes et expliquerait les résultats
obtenus. Une étude de Luong et al., en 2006 a établi le transcriptome de MgrA dans la
souche Newman de S. aureus. En comparant ces données avec les résultats du protéome
comparatif, 10 protéines sont apparues communes ( ) dont 7 vont dans le sens
d'une répression de I'ARNm mgrA par RsaA. MgrA est une protéine de 17089 Da et de pl
6,84. Sur les gels 2D, cette zone montre des spots non résolus, probablement a cause des
fortes concentrations de sels s'accumulant a I'extrémité du STRIP a la fin de la premiere
dimension. De maniere générale, le pl élevé et le faible PM des facteurs de transcription les

rendent difficile a détecter sur des gels 2D.
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Gene Fonction Régulation RsaA Régulation MgrA
hla hémolysine alpha ACTIVATION
SA2155 malate:quinone oxidoreductase ACTIVATION
prfA (SA1920) peptide chain release factor 1 ACTIVATION
pdhC (SA0945) branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase subunit E2 ACTIVATION
spoVG (SA0456) protéine régulatrice SpoVG REPRESSION
SA1990 quinone oxidoreductase REPRESSION
SA1969 ATP-binding Mrp/Nbp35 family protein REPRESSION
SA0224 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase FadB REPRESSION
infB (SA1112) Facteur d'initiation de la traduction IF-2 REPRESSION
CIpC (SA0483) endopeptidase REPRESSION
SA1409 DnaK REPRESSION
fus (SA0505) Facteur d'élongation G REPRESSION
CIpL (SA2336) ATP-dependent Clp proteinase chain clpL REPRESSION
SA1523 acetyl-CoA carboxylase (sous-unité f3) REPRESSION
lysS (SA0475) lysyl-ANRt synthetase REPRESSION
tig (SA1499) trigger factor REPRESSION
SA0226 long-chain-fatty-acid-CoA ligase REPRESSION
SA1946 protéine hypothétique REPRESSION
cysE (SA0487) serine acetyltransferase-like protein REPRESSION
pdp (SA1938) pyrimidine-nucleoside phosphorylase REPRESSION
glyS (SA1934) glycyl-tRNA synthetase REPRESSION
Ddh (SA2312) D-lactate dehydrogenase ACTIVATION REPRESSION
guaA (SA0376) bifunctional GMP synthase/glutamine amidotransferase REPRESSION ACTIVATION
SA1532 universal stress protein REPRESSION ACTIVATION
lip* (SA2463) Lipase REPRESSION ACTIVATION
pyrG (SA1929) CTP synthetase REPRESSION ACTIVATION
SA1529 metal-dependent hydrolase (protéine hypothétique) REPRESSION ACTIVATION
SA0774 ABC transporter ATP-binding protein REPRESSION ACTIVATION
HlgB (SA2209) Chain A, Leukocidin F (Hlgb) ACTIVATION ACTIVATION
HlgC (SA2208) (composant de la leukocidin LukS) ACTIVATION ACTIVATION
SA0375 inositol-monophosphate dehydrogenase ACTIVATION ACTIVATION

|
Récapitulatif des protéines séquencées sur les gels 2D-DIGE.
Régulation par RsaA d'apreés les gels 2D. Régulation par MgrA d'aprés les données transcriptomique de Luong et
al., 2006. Violet : protéine prédite in silico. Bleu : protéines appartenant au régulon MgrA et régulées
négativement par RsaA. En orange, protéines appartenant au régulon MgrA et régulées positivement par RsaA.

En résumé, quatre candidats ressortent de I'ensemble des analyses ( ):

- L'ARNm mgrA, codant pour un facteur de transcription, est le meilleur candidat
prédit in silico et peut étre relié indirectement aux résultats du protéome comparatif. C'est
pour cette raison que j'ai décidé de me concentrer sur cette cible dans un premier temps. De
plus, hormis I'ARNIII, aucun ARN régulateur de S. aureus ne cible de facteur de transcription

parmi ceux dont la fonction a été caractérisée a ce jour.
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- L'ARNm SA1990 codant pour une quinone oxydoréductase et I'ARNm SA1394
codant pour la glycyl ARNt synthétase, sont identifiés a la fois in silico et in vivo. Les duplexes
prédits font soit intervenir la base de la tige-boucle en 5' de RsaA, région non accessible au
premier abord pour I'ARNm SA1990, soit la région centrale sans le motif riche en C pour
I'"ARNm SA1394.

- L'ARNm yabJ-spoVG est ressorti uniquement par I'analyse de protéome. Le duplexe
prédit fait intervenir le motif riche en C de RsaA.

Dans ce qui va suivre, je me suis consacrée essentiellement a valider expérimentalement

I’ARNm mgrA comme cible de RsaA.
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Prédiction des appariements RsaA / ARNm cible et contexte génomique.
La séquence SD et le codon d'initiation de la traduction sont en vert, le motif riche en C de RsaA est en rouge.

{ sA1395

RsaA

Quel est le mécanisme et quel est le niveau de régulation de RsaA sur sa cible ? Pour
répondre a ces questions, j'ai tout d'abord validé in vivo que I'ARNm mgrA est une cible

directe de RsaA puis j'ai élucidé le mécanisme de régulation in vitro.
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Tout d'abord, j'ai regardé le profil d'expression de I'ARNm mgrA a 2, 4 et 6 h de
croissance dans le milieu riche BHI par des expériences de northern, dans la souche sauvage
RN1HG et la souche RN1HG ArsaA (utilisées dans |'analyse comparative du protéome). Deux
bandes sont détectées pour I'ARNm mgrA en début de phase exponentielle (2 h de culture),
['une correspondante a un ARN de 750 nts, l'autre de 560 nts. Ces résultats sont attendus,
puisque I'ARNm mgrA est transcrit a partir de deux promoteurs ( ) (Ingavale et al.,
2003). Dans la souche sauvage, I'expression de I'ARNm de 750 nts disparait en phase
exponentielle et stationnaire alors que I'ARNm de 560 nts est exprimé faiblement durant
toutes les phases de croissance. Dans la souche mutante RN1HG ArsaA, la bande de 560 nts
s'accumule en phase exponentielle et stationnaire de croissance par rapport a son
homologue sauvage, signifiant que RsaA exercerait effet sur la stabilité de I'ARNm. Pour
déterminer si RsaA régule I'expression de I'ARNm mgrA au niveau post-transcriptionnel, j'ai
construit une fusion comprenant la région 5'UTR (141 nts), les 39 premiers aa de MgrA (117
nts) en phase avec le géne rapporteur codant pour la B-galactosidase. Cette fusion est
portée par le plasmide pLUG220, sous le controle du promoteur constitutif P05 (Boisset et
al., 2007). Ce plasmide a été introduit dans les souches RN1HG et RN1HG ArsaA, puis
I'activité du gene rapporteur a été mesurée en fonction de la croissance. Aucune différence
significative dans I'activité de la B-galactosidase n'est observée entre les deux souches apres
2 et 4 h de culture. Ce résultat peut étre mis en corrélation avec le faible taux d'expression
de RsaA a ces temps de croissance. A l'inverse, en phase stationnaire, l'activité PB-
galactosidase diminue dans la souche sauvage qui exprime fortement RsaA. Dans la souche
RN1HG ArsaA, l'activité mesurée continue d'augmenter pour atteindre un palier (

). Ainsi, les résultats obtenus montre que dans la souche RN1HG, RsaA régule I'expression
de I'ARNm mgrA au niveau post-transcriptionnel.
Cette régulation est-elle la conséquence d'une inhibition de la traduction et/ou d'une

déstabilisation de 'ARNm ?
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Figure 37 : RsaA régule I'expression de 'ARNm mgrA au niveau post-transcriptionnel in vivo.

A. Analyse de I'expression de I'ARNm mgrA par northern blot (gel agarose 1%) dans les souches RN1HG et
RN1HG ArsaA. Les ARN totaux ont été prélevés apres 2, 4 et 6 h de culture a 37°Cdans le milieu riche BHI. B.
Activité B-galactosidase de la fusion P,,,s P1 mgrA (5'UTR et +1/+258)::lacZ dans la souche RN1HG (bleu) et la
souche mutante RN1HG ArsaA (rouge). Les différents extraits ont été préparés apres 2, 4, 6 et 8 h de culture
dans le milieu riche BHI. L'activité est donnée en Unité de Miller et est rapportée a la concentration en
protéines des différents échantillons.

temps
[Heures)

I1.B.2. RsaA se fixe a 'ARNm mgrA a deux sites distants

Pour déterminer le mécanisme de régulation de RsaA, j'ai tout d'abord montré que
ce dernier se fixe a 'ARNm mgrA. Des expériences de retard sur gel montrent que RsaA
forme un duplexe stable avec I'ARNm mgrA dans sa forme longue (données non montrées)
et sa forme courte (Figure 37 A). Cette interaction est stable (Kq app = 20 NM) et ne nécessite
par l'intervention de la protéine Hfg. En utilisant des expériences de cartographie en
solution, j'ai démontré que RsaA s'apparie a I'ARNm mgrA au niveau de deux sites
d'interaction distants. Le premier correspond a |'hybride prédit par les programmes
TargetRNA et IntaRNA, et implique le motif riche en C et le site de fixation du ribosome de
I'ARNm, avec notamment trois appariements de bases G-C impliquant le SD. Cette
interaction s'étend jusqu'au codon d'initiation de la traduction AUG (13 appariements de
bases canoniques consécutifs). Ce long duplexe est reconnu et clivé a deux endroits entre la
séquence SD et le codon d'initiation par la RNase lll (Figure 37 B, C et D). De maniere
intéressante, une seconde interaction a lieu entre la tige-boucle 5' de RsaA et une tige-
boucle localisée dans la région codante de I'ARNm mgrA. La aussi, trois appariements de

bases G-C sont impliqués.
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Figure 38 : RsaA se lie efficacement a 'ARNm mgrA en utilisant deux sites d'interaction distants.
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A. Expérience de retard sur gel. RsaA, marqué a son extrémité 5' au Y-p* (5000 cpm/ligne) est incubé seul ou
en présence de concentration croissante d'ARNm P1 mgrA (1, 5, 10, 20, 100, 500 et 1000 nM) puis séparé sur
gel natif 6%. La fraction de RsaA lié a I'ARNm a été estimée en comparant l'intensité de la bande
correspondante a l'intensité de toute la piste. La Ky = 20 nM correspond a la concentration pour laquelle la
moitié de RsaA forme un duplex avec I'ARNm mgrA. B. Cartographie en solution de la structure du duplexe
RsaA-ARNm mgrA par la RNase Ill, coté ARNm. L'ARNm P1 mgrA seul (piste 3 et 8) ou en présence de
concentration croissante de RsaA (25 nM (piste 4 et 9), 50 nM (5 et 10) et 250 nM (piste 6 et 11)) est incubé en
présence de deux concentration de RNase Il (0,33 et 0,66 uM). La premiére piste (ARNm seul) et la deuxieme
(ARNm + RsaA) correspondent aux contréles d'incubation. Les pistes marquées Ca™" correspondent aux
contréles négatifs. Les réactions de séquencage de I'ARNm via l'utilisation de ddNTP sont symbolisées par les
lignes A, U, C et G. Les ARN ont été séparés sur gel acrylamide 10% en conditions dénaturantes (Urée 8M). SD :
Shine et Dalgarno, RBS : Ribosome Binding Site C. Cartographie en solution de la structure du duplexe RsaA-
ARNm mgrA, coté ARNm. L'ARNm P1 mgrA seul (piste 3, 7 et 11) ou en présence de concentration croissante
de RsaA (25 nM (piste 4, 8 et 12), 50 nM (5, 9 et 13) et 250 nM (piste 6, 10 et 14)) est incubé en présence des
RNases T1 ou T2 (spécifique des régions simples brins d'ARN) ou V1 (spécifique des régions doubles-brins) . La
premiére piste (ARNm seul) et la deuxieme (ARNm + RsaA) correspondent aux contréles d'incubation. Les
réactions de séquencage de I'ARNm via l'utilisation de ddNTP sont symbolisées par les lignes A, U, C et G. Les
ARN ont été séparés sur gel de poly-acrylamide 10% en conditions dénaturantes (urée 8M) H-CDS : Hairpin in
Coding Sequence. D. Cartographie en solution de la structure du duplexe RsaA-ARNm mgrA , coté RsaA.
L'ARN RsaA seul (piste 3, 6,9, 12 et 15) ou en présence de concentration croissante de I'ARNm mgrA (50 nM
(piste 4, 7, 10, 13 et 16), 250 nM (5, 8, 11, 14 et 17) est incubé en présence de Plomb (sonde chimique
spécifique des résidus non-appariés), des RNases T1 ou T2 (spécifique des régions simples brins d'ARN) et des
RNases Il ou V1 (spécifique des régions doubles-brins) . La premiére piste (ARNm seul) et la la deuxieme
(ARNm + RsaA) correspondent aux contréles d'incubation. Les pistes T1 et L correspondant aux échelles
générées par une dégradation a la RNase T1 et une lyse alcaline en condition dénaturantes respectivement. Les
ARN ont été séparés sur gel de poly-acrylamide 10% en conditions dénaturantes (urée 8M) HI : Hairpin | E.
Modeéle détaillé de la structure secondaire du duplexe RsaA / ARNm mgrA.

RsaA piege le site de fixation du ribosome dans une région en double brin : cet

appariement implique-t-il une inhibition de la traduction de I'ARNm mgrA ?

RsaA

Pour tester |'effet de la fixation de RsaA sur l'initiation de la traduction, j'ai utilisé des
expériences de toeprint ou empreinte du ribosome qui repose sur l'utilisation d'un
oligonucléotides qui s'hybride au niveau de la CDS de I'ARNm pour servir d'amorce a la RT.
L'élongation est bloquée a 16 nts du codon d'initiation de la traduction si le ribosome forme
un complexe ternaire avec I'ARNm et I'ARNt initiateur (Hartz et al., 1988). Le complexe de
d'initiation de la traduction réalisé avec des ribosomes de S. aureus est efficacement formé
avec I'ARNm mgrA ( ). A l'inverse, dés que ce dernier est incubé avec des
concentrations croissantes de RsaA, le signal a la position + 16 disparait. Ce résultat suggere
fortement que la liaison de RsaA a I'ARNm mgrA empéche la formation du complexe ternaire
( ). Une approche complémentaire réside dans l'utilisation d'un systéme de

traduction in vitro, le PURE System™. Ce systeme permet de transcrire un ARNm et de le
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traduire en protéine a partir d'un fragment d'ADN obtenu par PCR. Pour controler
précisément les quantités d'ARNm et de RsaA, j'ai réalisé les expériences en incubant
directement les composants du kit avec ces derniers, en lieu et place d'ADN. La protéine
MgrA est détectée par western blot via |'ajout d'une étiquette FLAG, reconnue
spécifiguement par un anticorps monoclonal. L'ARNm mgrA seul est traduit efficacement. A
I'inverse, des que RsaA est en quantité équivalente ou saturante, l'inhibition de la traduction

est totale. En contréle, nous avons montré que RsaA n'a aucun effet sur un ARNm témoin

codant pour la YFP (Yellow fluorescent protein ou protéine fluorescente jaune) ( ).
A Toeprint sur FARNm P7Tmgra B PURE system : traduction in vitro
S sur [es ARNm P2 mgrA-FLAG st yip-FLAG
=1
Raad - - * el
0§ -+ -++ +++ CUAG 0 Rsah 300 nM
- _‘
ol jso
- AC @FLAP | co— Mgra
L <8 lauc
r/‘b - 0 RsaA 500 nM
R8s
‘e
AC @FLAP il YFP
; -

La liaison de RsaA a I'ARNm mgrA inhibe la formation du complexe de pré-initiation de la
traduction.
A. Expérience de toeprint. L'ARNm mgrA (0,2 pmol) est incubé en présence d'un oligonucléotide marqué
radioactivement 3 son extrémité 5' P au Y-P* (25000 cpm/réaction) et s'hybridant au niveau de la phase
codante de I'ARNm (position +118 a +96). Ce dernier sert d'amorce a la RT pour la synthése d'un brin d'ADNc.
La formation du complexe ternaire entre 'ARNm, le ribosome de S. aureus (200 nM) et I'ARNt initiateur (1 pM)
est visualisé par une pause de la RT a la position +16 par rapport a I'AUG (deuxieme piste). Lorsque I'ARNm est
incubé en présence de concentration croissante de RsaA (20, 50, 150, 500 et 1000 nM, piste 4-8), la pause
disparait, signifiant I'absence de PIC. La premiere piste correspond a I'ARNm mgrA seul et la troiseme piste a
I'ARNm en présence de RsaA (contrdles d'incubation). B. Pure system. La protéine MgrA est détectée par
I'ajout d'une séquence codante pour étiquette FLAG a |'extrémité C-terminale sur I'ARNm mgrA. 1 pmol de
I'ARNm sont incubés seul (premiére piste) ou en présence de RsaA (1, 2 5 et 10 pmol) (piste 2, 3 4 et 5) avec les
composants du kit. Les protéines sont ensuite séparées sur gel SDS-PAGE 10% puis révelées par un anticorps
primaire spécifique de I'étiquette FLAG. Ce dernier est lié par un anticorps secondaire couplé a la peroxydase,
qui en présence de substrat ECL émet de la lumiere. En contréle, la méme expérience a été reproduite sur
I'ARNmM yfp.

Les résultats obtenus montrent que RsaA inhibe l'initiation de la traduction de
I'ARNm mgrA. Le long hybride impliquant la liaison de la ségence SD et le motif riche en C
est reconnu par la RNase Il in vitro, et pourrait expliquer I'accumulation de I'ARNm dans la
souche mutante RN1HG ArsaA. Néanmoins, cet effet doit étre confirmé in vivo en utilisant

par exemple une souche délétée de I'enzyme. Récemment, E. Lioliou a co-immunoprécipité
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avec un mutant de la RNase Il qui ne coupe plus mais qui se fixe a I’ARN, RsaA et I’ARNm

mgrA (Lioliou et al., 2012).

RsaA lie I'ARNm en utilisant deux sites de fixation distants : quels est le poids des deux

sites de fixation dans la stabilité de l'interaction et/ou l'inhibition de la traduction ?

Pour évaluer le réle de chaque région d'interaction dans la formation de I'hybride et
I'inhibition de la traduction, j'ai tout d'abord effectué des expériences de mutagenése
dirigée sur RsaA et I'ARNm P1 mgrA. Pour chaque site d'interaction, les séquences ont été
inversées entre I'ARNm et RsaA. Par exemple, la séquence portée par la tige-boucle HI de
RsaA a été remplacée par la séquence de la tige-boucle localisée dans le CDS de I'ARNm
mgrA. Le mutant ainsi obtenu, 'ARNm mgrA mutH-CDS est donc incapable de former
I'interaction boucle-boucle avec RsaA puisque les deux ARN portent une séquence
identiques ne pouvant former d'appariement de bases complémentaires. De plus, le nombre
de résidus GC reste identique pour chague mutation, et I'effet du changement de séquence
sur la structure des ARN a été évalué in silico via mfold et CONTRAfold (données non
montrées). Ces prédictions suggerent que la structure secondaire des ARN mutants est
comparable a leurs homologues sauvages. Un dernier point important concerne les
mutations au niveau du site d'interaction impliquant le SD de I'ARNm mgrA : les nucléotides
modifiés qui ont été changés ne perturbent pas la séquence SD pour éviter de modifier
I'efficacité de la traduction.

L'effet des mutations sur la formation des duplexes est estimé par des expériences de
retard sur gel. Une mutation au niveau de I'appariement boucle-boucle perturbe fortement
la formation du duplexe. De méme, le mutant TCTTG de I'ARNm mgrA est incapable de
former un duplexe stable avec le motif riche en C de RsaA. Ce dernier semble se dissocier en
cours de migration ( ). La mutation simultanée des deux sites inhibe
complétement la formation du duplexe (données non montrées). L'ARN RsaA mutAGAAC,
portant la mutation complémentaire a I'ARNm mgrA mutTCTTG, restaure la formation du

duplexe, cependant avec une efficacité moindre (Kg = 50 nM). De maniéere surprenante, RsaA
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mutTbl, portant la mutation compensatoire a 'ARNm mgrA mutH-CDS, ne restaure pas la
formation du duplexe (données non montrées). Ceci est d'autant plus surprenant que la
restauration de l'interaction implique les mémes séquences que dans l'interaction boucle-
boucle sauvage, ces dernieres étant simplement inversées. Une explication serait que les
mutations introduites au niveau des tiges-boucles modifieraient la structure des ARN. Des
expériences de cartographie en solution sur les ARN mutants seuls seront nécessaires pour
vérifier ces hypothéses.

J'ai ensuite testé I'effet de ces mutations sur la traduction in vitro de ’ARNm mgrA
( ). Le couple RsaA / ARNm mgrA mutH-CDS montre une accumulation de la
protéine MgrA en comparaison a l'inhibition totale observée dans la situation sauvage. Une
faible inhibition est observée a la plus haute concentration en RsaA. Les concentrations en
ARN sont relativement élevés, et pourraient forcer la formation d'appariements entre les
ARN sauvages et mutants qui ne sont pas observées dans les expériences de retard sur gel.
RsaA, dans sa forme sauvage, n'inhibe pas la traduction de I'ARNm mgrA mutTCTTG ; la
protéine MgrA s'accumule méme en présence d'exces de ce dernier. A l'inverse, RsaA
MutAGAAC, qui est complémentaire a I'ARNm mgrA mutTCTTG, restaure une inhibition aussi
efficace que celle observée pour I'hybride sauvage ( ). LU'effet de ces mutations
sera par ailleurs étudié sur I'expression de la fusion mgrA-lacZ in vivo.

Les résultats obtenus montrent que les deux sites d'interaction agissent de maniere
coopérative pour interagir avec I'ARNm mgrA, et former un complexe stable qui est efficace
pour ainsi inhiber sa traduction. Contrairement au complexe ARNm coa-ARNIII, I'interaction

boucle-boucle est importante pour stabiliser le duplexe entre le RBS et le motif riche en C.
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Figure 40 : Les deux sites d'interaction agissent coopérativement dans la formation du duplexe et I'inhbition
de la traduction.

A. Descriptif des différentes combinaisons d'ARN utilisées dans la suite de |'étude. B. L'effet des mutations sur
la formation de I'hybride est analysé par des expériences de retard sur gel natif 6%. RsaA et RsaA mutAGAAC
sont marqués radiaoctivement (5000 cpm/piste) et incubés seul ou avec des concentrations croissantes
d'ARNm mgrA , mgrA mutH-CDS ou mgrA mutTCTTG (5, 10, 20, 50, 100, 500 nM). C. L'effet des mutations sur la
traduction de I'ARNm est évalué par PURE system (Biocomber). 10 pmol d'ARNm sont mis en contact seul ou
avec 10 ou 30 pmol de RsaA WT ou RsaA mutTCTTG. Dans le cas des mutations compensatoires, 10 pmol de
I'ARNmM mgrA mutTCTTC sont incubées seules ou avec 5, 10, 30 ou 50 pmol de RsaA mutAGAAC. Les protéines
sont séparées sur gel SDS-PAGE 10% et révélées par western avec un anticorps anti-FLAG
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RsaA

La délétion de RsaA provoque des effets importants sur le protéome de S. aureus. En
paralléle, j'ai caractérisé une des cibles de ce dernier : I'ARNm codant pour le facteur de
transcription MgrA. En plus de ses fonctions dans la régulation de I'autolyse (Ingavale et al.,
2003), I'analyse du transcriptome de MgrA montre que de nombreux facteurs de virulence
sont sous le controle de ce dernier, comme par exemple les genes impliqués dans la
synthése des capsules polysaccharidiques, les pompes a efflux de médicaments NorA et
NorB et plusieurs leucocidines.

In vivo, Claire Lays, doctorante dans I'équipe de Francois Vandenesch a Lyon (INSERM
851) avec qui nous collaborons, a mesuré les effets de la délétion de RsaA sur la formation
de biofilm et de capsules. Les conséquences sur ces deux processus ont ensuite été évaluées

sur |'efficacité de la phagocytose par les macrophages.

RsaA

La production de biofilm est I'une des causes de la persistance des bactéries en milieu
hospitalier. Les cas d'ostéomyélose et de périodonites résultent de |'attachement par biofilm
de S. aureus au niveau des os et des ligaments. La formation de biofilm peut aussi favoriser
la coopération de plusieurs organismes lors d'une infection. Par exemple, le champignon
Candida albicans est retrouvé dans les biofilms formés par S. aureus. Ce dernier peut
pénétrer dans les cellules épithéliales de I'h6te et pourrait ainsi favoriser |'entrée de S.
aureus (Revue Archer et al., 2011).

Les effets de la délétion de rsaA ont été étudiés dans trois souches différentes de S.
aureus : la souche RN1HG (utilisée dans les analyses comparatives du protéome) et deux
souches cliniques, Newman et Becker. Ces deux dernieres souches ont la particularité de
produire beaucoup de capsules polysaccharidiques. La souche Newman posséde de surcroit
une mutation dans l'opéron saePQRS codant pour un TCS et résulte en une expression
constitutive de ce dernier, qui est impliqué dans la régulation des genes d'exotoxines et
d'adhésion ( IV.C.3). Deux autres mutations sont retrouvées au niveau des

protéines liant le fibrinogene (FNBP A et B, IV.B) (Herbert et al., 2010).
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La cinétique de formation du biofilm précoce a été mesurée par Biofilm ring test. Le
principe de cette expérience consiste a évaluer la mobilité de billes magnétiques au sein
d'une culture de S. aureus en fonction du temps. Si du biofilm est formé effcacement, la
mobilité des billes sera amoindrie au cours du temps. Les résultats obtenus montrent que
pour lI'ensemble des souches étudiées, la délétion de rsaA se traduit par un délai d'une
heure et demi dans la mise en place de biofilm précoce ( ).

Ensuite, la formation de biofilm mature a été mesurée via la technique de coloration
au cristal violet. La encore, I'expression de biofilm est moins importante pour les souches
RN1HG ArsaA, Becker ArsaA et Newman ArsgA. La complémentation des mutants a l'aide
d'un plasmide exprimant RsaA restaure voire augmente la production de biofilm précoce et
mature ( ).

La nature des biofilms a ensuite été analysée, il semblerait que ceux-ci soit d'origine
mixtes, c'est a dire qu'ils sont formés a partir d'ADN, de polysaccharides mais aussi de
protéines. Cette diversité est conservée au sein des mutants, néanmoins, il semblerait que la
part apportée par les protéines et I'ADN diminue pour les trois fonds génétiques mutants.
L'apport des polysaccharides est également moindre dans la souche mutante Newman.

L'ensemble des données collectées in vivo montrent que RsaA est un acteur positif de
la synthése de biofilm. De maniére intéressante, MgrA est décrit comme un répresseur de
biofilm (Trotonda et al., 2008). Le phénotype observé pourrait donc étre relié a la répression

de I'ARNmM mgrA par RsaA.
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Figure 41 : Etude des effets de la délétion de RsaA sur la formation de biofilm.

A. Biofilm ring test. Les bactéries sont incubées en présence de billes magnétiques dans du milieu riche a 37°C.
Aux différents temps de prélévements, une image est prise avant et apres application du champ magnétique.
La distance parcourue par les billes donne un indice de biofilm qui est comparé a un controle expérimental ou
les billes sont incubées dans le milieu de culture seulement. Un indice de biofilm supérieur ou égal a 7 indique
la formation de biofilm. B. Coloration au cristal violet. Des cultures sur la nuit de S. aureus normalisées sont
incubées 24 h dans du milieu riche supplémenté avec 0,25 % de glucose. Le biofilm mature est coloré au cristal
violet (0,1 %) puis subit une étape de lavage a l'acide acétique (33%), et la densité optique a 570 nm est
mesurée. Les résultats présentés sur I'histogramme montre la moyenne et |'écart type. L'écart statistique entre
la souche parentale et les souches mutantes a été calculé via un "test" de student avec une p-value de 5%.

I1.C.2. RsaA régule négativement la synthése des capsules

Les capsules polysaccharidiques sont produites par presque toutes les souches de S.
aureus. Il en existe 8 types différents, les plus représentés étant le type 5 (CP-5, 25% des
souches de S. aureus) et le type 8 (CP-8, 50% des souches de S. aureus). Les CP-8 sont
detectées dans le sérum de rat avec un modeéle d'endocardite par cathéter. A l'inverse, les
CP-5 semblent plus exprimées dans des modeles d'infections nasales chez la souris (revue
O'Riordan 2004). Deux cibles de RsaA, I'ARNm mgrA et yabJ-spoVG, activent la production de
capsules (Luong et al., 2006 ; Meier et al., 2007). Cette derniére est-elle perturbée dans des

souches de S. aureus n'exprimant pas le sARN ?
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Dans un premier temps, Claire a estimé la quantité de capsules produites par les
souches RN1HG, Newman et Becker (souches testées au niveau du biofilm) et les mutants
respectifs délétés de rsaA par western "dot blot" en utilisant des anticorps contre la capsule.
Il est important de préciser que les souches RN1HG et Newman sont productrices de CP-5 et
la souche Becker de CP-8. La production de capsules varie beaucoup entre les différentes
souches. Notamment, la souche RN1HG produit peu de capsules en comparaison des deux
autres (l'inverse est observé au niveau du biofilm). Néanmoins, de maniere globale, les
résultats obtenus montrent que tous les mutants produisent plus de capsules (gain d'une
dilution entre RN1HG et RN1HG ArsaA, gain de 3 dilutions entre Newman et Newman ArsaA
et gain de 4 dilutions entre Becker et Becker ArsaA) ( ). Ainsi, RsaA réprime la
formation des capsules, en accord avec son réle possible dans I'inhibition de la traduction de
mgrA et spoVG.

L'expression des capsules confere la résistance a la phagocytose. Pour tester cet
effet, Claire Lays a testé l'internalisation des bactéries par les macrophages. La comparaison
entre les souches parentales et mutantes est trés surprenante. En effet, I'augmentation de
capsules dans les souches RN1HG ArsaA (CP-5) et Becker ArsaA (CP-8) se traduit comme
attendu par une diminution de l'internalisation des bactéries. A l'inverse, la souche Newman
délétée de rsaA, qui produit plus de capsule, est mieux internalisée par les macrophages.
L'expression de RsaA et ses conséquences sur la phagocytose varient selon le fond génétique

considéré ( ).
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Figure 42 : RsaA régule la synthése des capsules in vivo.
A. Analyse de l'expression des capsules a l'aide d'anticorps anti-CP-5 (Newman et RN1HG) et anti-CP-8
(Becker). Apres lecture de la DOgynm, des cultures sur la nuit sont lysées successivement avec de la
lysostaphine, puis traitées avec de la DNase | et de la protéinase K. Les échantillons sont ensuite dilués en
cascade (dilution de trois fois) puis transférés sur une membrane de nitrocellulose avant d'étre incubés avec les
anticorps spécifiques. B. Internalisation par les macrophages. Les macrophages sont incubés avec les bactéries
pendant 2 h a 37°C et 5% de CO,. Les bactéries non-internalisées sont lysées. Les macrophages sont ensuite
perméabilisés et les bactéries récoltées sont marquées au niveau de leurs membranes avec de la vancomycine
couplée a un fluorochrome. Apres fixation des cellules, la fluorescence est mesurée avec l'aide d'un cytométre
de flux. Les unités de fluorescence arbitraires (AFU) sont exprimées en pourcentage par rapport aux données
obtenues pour la souche sauvage (RN1HG, Newman et Becker respectivement).
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Comment expliquer ce résultat contradictoire selon les souches ? Une réponse
pourrait venir des différences entre le répertoire des genes de virulence et des protéines de
surface codés par les différentes souches, en particulier au niveau des ilots de pathogénie.

En collaboration avec Isabelle Caldelari et Jean-Marc Reichhart, nous avons analysé le
role de RsaA dans la virulence sur le modele Drosophila melanogaster. Des infections par
voie orale ou par injection ont été réalisées mais aucun effet sur la viabilité des mouches n’a
été observé. Récemment, il a été montré que la drosophile est un bon modele pour suivre la
formation des biofilms au niveau de I'intestin (Mulcahy et al., 2011), il sera alors important
par la suite de vérifier la présence des bactéries au niveau des voies digestives et analyser la
présence ou non de biofilms. Par ailleurs, I'équipe de Francois Vandenesch est actuellement
entrain de tester les effets de la délétion de rsaA sur un modele d'infection par cathéter chez
la souris. Ce modéle permet de suivre une infection locale (abcés cutané) lié a la formation
de biofilm. L'énumération des bactéries dans le cathéter et aux niveaux des tissus au

voisinage proche donnera une idée du rble de RsaA dans la pathologie chez cet organisme.

Pour résumer, RsaA régule l'expression de I'ARNm mgrA au niveau post-
transcriptionnel. Via deux interactions distantes et coopératives, RsaA séquestre le site de
fixation de ribosome de I'ARNm dans une région en double-brin, ce qui inhibe la
traduction de I'ARNm. In vivo, RsaA est un acteur positif dans la régulation du biofilm et un
inhibiteur de la synthése de capsules. Ces phénotypes peuvent étre relier a la régulation
de l'expression de MgrA. De maniére plus générale, RsaA semble étre un ARN régulateur

impliqué dans la régulation de la paroi.
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RsaE

Parmi les sARN identifiés au laboratoire, RsaE est le seul ayant la particularité d'étre
conservé chez les Bacillaceae comme B. subtilis. La structure secondaire est conservée au
cours de I'évolution : chez B. subtilis et S. aureus, elle montre deux séquences répétées
contenant un motif riche en C, I'une exposée au niveau d'une boucle apicale, la seconde
dans une région en simple brin. La structure secondaire présente également des tiges-
boucles aux extrémités 5' et 3'. Comme RsaA, Rsak est un ARN stable chez S. aureus puisque
sa demi-vie est estimée a 24 minutes. De maniere surprenante, le profil d'expression de RsaE
dans un milieu riche est inversé entre la souche RN6390 de S. aureus (adapté au laboratoire)
et B. subtilis en phase exponentielle et stationnaire de croissance ( ). En revanche,
RsaE apparait exprimé principalement en phase exponentielle dans les souches de S. aureus
cliniques (Song et al., 2012). Grace a des analyses comparatives du transcriptome et du
protéome des souches RN6390 et RN6390 ArsaE, plusieurs cibles de RsaE ont été révélées
chez S. aureus (voir IV.D.3) : I'ARNm oppB, et les ARNm sucC et sucD. RsaE cible
le RBS de ces ARNm pour inhiber la traduction. (Geissmann et al.,, 2009). Ainsi RsaE
régulerait le métabolisme central lorsque les sources carbonées viennent a manquer a

I’entrée de la phase stationnaire (Bohn et al., 2010 ; Geissmann et al., 2009).
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RsaE est conservé chez S. aureus et B. subtilis.
Structures secondaires des deux ARN. Les motifs riches en C retrouvés dans I'ARNIII et d'autres ARN régulateurs
de S. aureus sont indiqués en rouge. L'expression de RsaE a été analysée par northern blot sur des extraits
d'ARN totaux de S. aureus (souche RN6390) et B. subtilis (souche 168) mises en cultures dans le milieu riche BHI
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pendant 2 h (phase exponentielle de croissance E) et 6 h (phase stationnaire de croissance S) (Geissmann et
al., 2009).

Comment les fonctions ont évoluées entre les bactéries distantes dans I’évolution
comme S. aureus et B. subtilis qui existent dans des niches écologiques bien différentes ?

Quelles sont les ARNm régulés par RsaE chez B. subtilis?

lll.A. Etude fonctionelle de RsaE chez B. subtilis

De maniere similaire a RsaA, I'étude fonctionnelle de Rsat a été basée sur I'analyse
comparative du protéome et du transcriptome. Pour se faire, la premiére étape

indispensable a été de construire un mutant de RsaE chez cette bactérie.

I11.A.1. Construction d'une souche B. subtilis 168 délétée de rsaE

En collaboration avec Efthimia Lioliou, nous avons entrepris de construire une souche
de B. subtilis 168 délétée de rsaE. La mutation consiste en un remplacement allélique du
géne rsaE par une cassette de résistance a la spectinomycine. Le changement de séquence a
été validé par PCR en utilisant des couples d'amorces appropriés et l'inhibition de
I'expression de RsaE a été visualisée par northern. En parallele, nous avons également
construit un plasmide portant le gene rsaE sous le controle d'un promoteur inductible a la

tétracycline pour complémenter la souche mutante (Figure 43).

¥ B, suln 168 B. suby 168 E. sub T68
8. 50l 168 T —— L[ e T ——TT— shsaE  aRsa® o+ plasmid ftemas dinduction)
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Figure 44 : Construction de la souche de B. subtilis 168 ArsaE et complémentation.

Le remplacement de rsaE par la cassette de résistance a la spectinomycine est vérifié par PCR dans 6 clones
différents en utilisant des couples d'amorces capables de discriminer le contexte sauvage du mutant.
L'expression de RsaE dans les souches sauvage, mutante et complémentée a été analysée par northern a partir
d'un gel polyacrylamide 5% en conditions dénaturantes. Les échantillons ont été prélevés a une DOggyo,m de 0,5
1,5 et 4 dans du milieu YT de Difco. Pour les pistes correspondant a l'induction de plasmide, ce dernier est
induit par I'ajout de tétracycline-HCl pendant 2, 4, 8, 16 et 30 minutes a une DOgy.m de 0,5.
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De maniere intéressante, les prédictions des cibles de RsaE chez B. subtilis, effectuées
avant mon arrivée au laboratoire, montrent des cibles liées au métabolisme des
carbohydrates, dont I'ARNm sucC qui est déja validée chez S. aureus, et 'ARNm cstA
(Geissmann et al., 2009). Des prédictions plus récente avec les programmes TargetRNA et
IntaRNA montrent également la cible codant pour I'ARNm cstA, une protéine induite en
réponse a un stress en carbone (données non montrées). Néanmoins, ce duplexe n'est
prédit que chez B. subtilis. De maniére générale, aucun des 10 meilleurs candidats prédits
n'est retrouvé simultanément chez les deux bactéries.

Par northern blot, j'ai testé I'expression de I'ARNm cstA et sucC entre les souches
168, 168 ArsaE et 168 ArsaE complémentée. Les résultats obtenus montre que I'expression
de ces ARNm ne varie pas entre les souches. Néanmoins, les signaux obtenus sont faibles.
Ces expériences gagneraient a étre refaites en utilisant des sondes plus sensibles (technique
DIG) en cultivant les bactéries dans un milieu pauvre en glucose pour tenter d'établir un

stress lié au carbone.

RsaE

De maniere similaire a RsaA, nous avons entrepris de croiser les résultats de
plusieurs approches globales pour établir une liste de candidats potentiels régulés par RsaE
chez B. subtilis. L'analyse comparative du transcriptome, effectuée par Sylvain Durand de
I'équipe de Ciaran Condon, et |'analyse comparative du protéome effectuée avec Phillippe
Hammann ont été effectuées en parallele.

Les extraits de protéines totales des souches de B. subtilis 168 ArasE, 168ArasE
complémentée sans et apres 5 min d'induction a la tétracycline (le plasmide portant RsaE est
sous le controle d'un promoteur inductible) ont été analysés par la technique DIGE. De
maniére surprenante, les intensités des signaux de fluorescence obtenus a partir des extraits
de protéines réalisés avant et aprés induction montrent des résultats similaires. L'analyse de
I'expression par northern montre un niveau trés faible de I'ARN lorsque le plasmide n'est pas
induit ( ). Néanmoins, il n'égale pas les niveaux obervés dans la souche sauvage ou

dans la souche complément apres induction du plasmide pendant 5 min. Une seconde
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analyse a été menée en séparant les mémes extraits de protéines sur des gels différents,
colorés au bleu de coomassie. Les résultats montrent peu de différences entre la souche
mutante et la souche exprimant le plasmide non induit. A l'inverse, la synthése de
nombreuses protéines varie entre la souche mutante et la souche qui surproduit RsaE

pendant 5 min.

: Résultats des analyses comparatives du protéome pour RsaE chez B. subtilis.

Geéne Fonction Régulation RsaA Duplexe RsaE
Analyses DIGE
yjcG 2'-5' RNA Ligase hypothétique REPRESSION oui*
dhbA 2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase REPRESSION oui
resD ORFX17, régulateur réponse anaérobie REPRESSION oui
sigB Facteur o® ACTIVATION
ssbAB Protéine de liaison a I'ADN simple brin REPRESSION
ywifl Héme peroxidase REPRESSION
tpx Peroxiredoxine hypothétiques REPRESSION
Analyses coomassie
ycgT Thioredoxin reductase hypothétique REPRESSION oui
dhbA 2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase REPRESSION oui
tpi triose phosphate isomerase REPRESSION
hprT hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase REPRESSION
yceD protéine d'adaptation au stress REPRESSION
rplD 50S ribosomal protein L4 REPRESSION
yvyD ribosome-associated sigma 54 modulation protein REPRESSION
ahpC alkyl hydroperoxide reductase REPRESSION
YtpR protéine hypothétique ACTIVATION
pyrB aspartate transcarbamoylase ACTIVATION
pyrAA carbamoyl phosphate synthase ACTIVATION
YtpR protéine hypothétique ACTIVATION
ctc 50S ribosomal protein L25/general stress protein Ctc ACTIVATION
ppaC manganese-dependent inorganic pyrophosphatase ACTIVATION

|
Résultats des analyses comparatives du protéome de B. subtilis par DIGE (trois souches comparées : 168 ArasE,
168 ArasE complémentée (sans induction) et 168 ArasE complémentée (avec induction de 5' avec de la
tétracycline)) et par coloration des gels au bleu de coomassie (souche 168 ArasE et 168 ArasE complémentée
apres induction avec de la tétracycline). Les prédictions de duplexes ont été réalisées manuellement avec des
programmes de repliements mFOLD et contraFOLD. Les cibles en violet sont détectées dans les analyses
comparatives du transcriptome.

De maniére surprenante, seulement une protéine est retrouvée entre les deux analyses. Les
résultats présentés ici sont préliminaires et nécessitent d'étre valider avec un second
duplicat biologique. J'ai décidé de les présenter car plusieurs correspondances ont été
trouvées avec les résultats de I'analyse comparative du transcriptome effectuée par Sylvain

Durand ( ). Les résultats obtenus par bleu de coomassie entre la souche mutante et

143 |Page



Résultats

celle complémentée sans induction de plamide ne sont pas montrés, puisque seules les
protéines portées par le plasmide sont détectées,

Je n'ai pas réussi a montrer de convergence entre les résultats de protéomique et les
prédictions de cibles par les programmes TargetRNA et RNA Predator. Néanmoins, plusieurs
duplexes ont été prédits manuellement via l'utilisation des programmes de repliements
mfold et contraFOLD entre RsaE et la région 5'UTR de certains ARNm ( ).

Parmi I'ensemble des candidats, I'ARNm resD codant pour le systéeme a deux composants
resDE chez B. subtilis a retenu notre attention. En effet, une analyse de la région promotrice
de RsaE montre un site de fixation potentiel du régulateur de la transcription ResD, qui
répond a I'anaérobiose, situé a environ 70 nts en aval de TSS chez B. subtilis. Il serait donc
possible que RsaE soit induit en réponse a une faible concentration en oxygene et qu'il
forme une boucle de rétrocontrole négative avec son inducteur. Effectivement, Sylvain
Durand a montré que RsaE, dans la souche de B. subtilis 168, s'accumule lorsque les
bactéries sont cultivées en anaérobie. De maniére intéressante, le TCS resDE est homologue
au TCS srrAB lui méme impliqué dans |'adaptation a l'anaérobie et |'expression des facteurs
de virulence par l'activation d'agr chez S. aureus (Pragman et al., 2004). Le site de fixation du
régulateur de la transcription est également conservé, de méme que le duplexe entre RsaE

et le gene srrA ( ).
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: Candidats pour une régulation par RsaE.
Les motifs riche en C de RsaE sont indiqués en rouge, la SD et I'AUG des ARNm en vert. En bas, localisation du
site de fixation du régulateur de réponse a I'anaérobie ResD ou SrrA chez S. aureus et B. subtilis d'apres Geng et
al., 2007, et les duplexes prédits chez S. aureus et B. subtilis respectivement. L'induction de RsaE en réponse au
stress a été mesurée chez B. subtilis pendant 0, 5, 10,15, 20 et 30 min lorsque la culture de bactérie a atteint
une DOgggnm de 0,5 dans le milieu riche YT.

La caractérisation des cibles de RsaE identifiées a partir des approches globales est en
cours chez B. subtilis. Pour se faire, de maniére similaire au travail effectué sur RsaA, ces
dernieres devront étre validées a la fois in vivo et in vitro.

Des premiers résultats encourageant sont obtenus avec I'ARNm ycgT. En effet,
I'analyse de I'expression de cet ARNm par northern blot montre une nette accumulation de
ce dernier dans la souche de B. subtilis délétée du gene rsaE en comparaison de la souche
sauvage. En parallele, chez S. aureus, des expériences préliminaires n'ont pas mis en
évidence une accumulation de RsaE en réponse a un stress anaérobie (données non
montrées). Néanmoins, ces expériences ont été menées dans le milieu riche BHI. La réponse
a I'anaérobie devra étre testée dans différents milieux et en utilisant différents protocoles

(volume et durée du stress) pour confirmer ou infirmer ces premiers résultats.
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RsaA

Durant ce travail de doctorat, j'ai caractérisé le mécanisme de régulation de RsaA sur
I'ARNmM mgrA : RsaA s'apparie a I'ARNm en utilisant deux sites d'interaction distants. Le motif

riche en C de RsaA piége la séquence SD dans une région en double brin, empéchant ainsi

Rs%
u HI

C-Motif I';!:l:

/ - \ —-% | maniere coopérative pour une liaison et

argrd miBiA E >
b i ol b "' [Maze il
= : Modeéle de régulation de 'ARNm

mgrA par RsaA.

I'initiation de la traduction. Le second site

Inhikition de la tadustion

305

b

d'interaction fait intervenir un

1 appariement boucle-boucle entre la tige-

boucle en 5' de RsaA et une tige-boucle
localisée dans la séquence codante de

I'ARNm. Les deux interactions agissent de

une inhibition optimale de la traductlon (

).

D'un point de vue structural, il est intéressant de souligner que l'interaction boucle-
boucle n'est pas reconnue in vitro par la RNase Ill de S. aureus. Pourtant cette enzyme a été
décrite comme tres efficace dans la reconnaissance et le clivage spécifique des interactions
boucle-boucle entre I'ARNIII et les ARNm rot et coa (voir I.C). Une explication
pourrait venir des boucles internes qui interrompent les hélices intramoléculaires et
pourraient géner la reconnaissance et la fixation du RBD de la RNase lll. Une autre différence
notable par rapport a la régulation ARNIII / ARNm coa est que l'interaction boucle-boucle est
essentielle dans I'efficacité de la régulation.

La régulation de I'ARNm mgrA peut étre corrélée aux observations in vivo sur la
synthése de biofilm et des capsules polysaccharidiques (Luong et al., 2006). De maniére
intéressante, le régulon de MgrA est lié a celui de I'opéron agr. En effet, MgrA active
I'expression du systeme agr (Ingavale et al., 2005) et se lie au promoteur de I'ARNm hla pour

activer sa transcription. MgrA inhibe également SarS, un activateur de |'expression de la
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protéine A (Ingavale et al., 2005). De maniere contradictoire, MgrA active |'expression de
SarZ (Ballal et al., 2009), effecteur positif de I'opéron agr (Tamber et al., 2009), ainsi que
SarX qui est un répresseur de ce systéme (Manna et al., 2006). Le régulon de MgrA est donc
complémentaire au systéme agr et permet |'expression des exotoxines au profit des facteurs
d'adhésion et du biofilm. En régulant I'expression de I'ARNm mgrA, RsaA régulerait aussi
I'expression de I'ARNIII et du systeme agr indépendamment de la densité cellulaire,

expliquant ainsi les niveaux d'expression plus faible de I'ARNIII dans les souches exprimant

o® (Figure 46) (Ballal et al., 2009).
: 'effet de

Néanmoins, deux cas de figure doivent étre distingués a mon sens
I'expression de o~ en phase exponentielle et stationnaire de croissance, et l'effet de
I'induction rapide de o~ en réponse a un stress environnemental. |l serait donc intéressant

d'évaluer le niveau d'expression de RsaA, de I'ARNIII, de 'ARNm mgrA et agr par northern

pour confirmer ou infirmer ces hypothéses
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régulations dominantes selon I'expression de o
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RsaA

Si les données expérimentales ont conduit a la validation de 'ARNm mgrA comme
cible directe de RsaA, les analyses prédictives et globales que j'ai effectuées montrent aussi
d'autres cibles potentielles. Plusieurs pistes restent aussi a explorer : RsaA régule-t-il
I'expression d'ARNm uniguement via le ciblage du RBS ? RsaA régule-t-il directement

I'activité de protéines ?

Parmi les cibles identifiées par protéomique comme étant réprimées par RsaA,
I'ARNmM yabJ-spoVG avec RsaA forme un duplexe stable , ol le motif riche en C se fixe au RBS
de I'ARNm yabJ ( ). De maniére intéressante, I'analyse de I'expression de I'ARNm
par northern montre une accumulation de I'ARNm en phase stationnaire de croissance dans
la souche RN1HG ArsaA (6 h de culture en milieu riche BHI) ( ). Des expériences de
retard sur gel montrent que RsaA est capable de se fixer a I'ARNm. Néanmoins, la stabilité de
cette interaction est faible avec une constante de dissociation de I'ordre de 1 uM. De plus,
dans ces expériences, RsaA n'est pas capable de se lier a un fragment d'ARN comprenant
uniguement la région codante pour I'ARNm yabJ, région pour laquelle le duplexe le plus
stable est prédit ( ). Des expériences de toeprint suggerent également que RsaA
n'inhibe pas la formation du complexe d'initiation de la traduction au niveau des RBS des
deux CDS de I'opéron ( ). Contrairement aux résultats des approches prédictives,
il semblerait que RsaA se lie a I'ARNm yabJ-spoVG en ciblant une région différente du RBS
des deux CDS. Une analyse de la séquence de I'ensemble de I'opéron n'a pas mis en lumiere
d'autres motifs riche en G pouvant s'apparier au motif riche en C de RsaA. Les expériences
de toeprint montrent une pause dépendante de RsaA dans la région 5' UTR de I'ARNm
spoVG. Un duplex est prédit pour cette région, mais il ne fait pas intervenir le motif riche en
C de RsaA et laisse la séquence Shine et Dalgarno de I'ARNm accessible au ribosome. Il sera
important de définir par cartographie en solution les régions protégées par RsaA de I’ARNm

pour ensuite effectuer des mutations spécifiques in vivo et étudier leur effet sur le controle.
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Quel est le mécanisme de régulation de RsaA sur I'ARNm yabJ-spoVG ? In vivo,
existe-il des partenaires protéiques capables de favoriser l'interaction entre les deux ARN

et d'assister RsaA dans la répression de I'ARNm ?
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Figure 48 : L'ARNm yabJ-spoVG, une autre cible de RsaA ?

A. Contexte génomique de I'opéron. B. Analyse de I'expression de I'ARNm yabJ-spoVG par northern-blot (gel
agarose 1%) dans les souches RN1HG et RN1HG ArsaA. Les ARN totaux ont été prélevés aprés 2, 4 et 6 heures
de culture a 37°C en milieu riche BHI. C. Expérience de retard sur gel. RsaA, marqué a son extrémité 5' au Y-p*
(5000 cpm/ligne) est incubé seul ou en présence de concentrations croissantes d'ARNm yabJ-spoVG ou d'ARNm
yabJ (1, 5, 10, 20, 100, 500 et 1000 nM) puis séparé sur gel natif 6%. La fraction de RsaA liée a 'ARNm a été
estimée en comparant l'intensité de la bande correspondante a l'intensité de toute la piste. La Kp = 1 uM
correspond a la concentration pour laquelle la moitié de RsaA forme un duplex avec I'ARNm yabJ-spoVG. D.
Expérience de toeprint. L'ARNmM yabJ-spoVG (0,2 pmol) est incubé en présence d'un oligonucléotide marqué
radioactivement a son extrémité 5' P au Y-P* (25000 cpm/réaction) et s'hybridant soit au niveau de la phase
codante de I'ARNm yabJ (toeprint yabJ position +116 a +132), soit au niveau de la phase codante de I'ARNm
spoVG (toeprint spoVG position +50 a +66). Ce dernier sert d'amorce a la RT pour la synthése d'un brin d'ADNc.
La formation du complexe ternaire entre I'ARNm, le ribosome de S. aureus (200 nM) et I'ARNt initiateur est
visualisée par une pause de la RT a la position +16 par rapport a I'AUG (deuxieme piste). Lorsque I'ARNm est
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incubé en présence de concentrations croissantes de RsaA (100, 200, 500 et 1000 nM, piste 4-8), la pause
persiste. La premiére piste correspond a I'ARNm yabJ-spoVG seul et la troisieme piste a I'ARNm en présence de
RsaA (contréles d'incubation). Une pause de la RT, spécifique de RsaA apparait en amont de la SD de I'ARNm
spoVG. Un duplex potentiel est possible a cette région entre les deux ARN. Ce dernier ne fait intervenir ni le
motif riche en C de RsaA, ni la séquence Shine et Dalgarno de I'ARNm.

Deux autres cibles potentielles de RsaA, que j'avais écartées jusqu’a présent, seraient
reliées au métabolisme de la paroi (voir ). Tout d'abord, des
appariements entre I'ARNm sag1956 et RsaA ont été prédits a la fois par les approches
IntaRNA et TargetRNA. SA1956 serait un régulateur de l'autolyse et fait partie du régulon de
MgrA (Luong et al., 2006). Dans plusieurs souches de S. aureus (N315, ECT-R2, Mu50 etc...),
le locus sa1956 est interrompu par le transposon Tn554. Mais de maniére intéressante, ce
locus semble étre intact dans les souches Newman et NCTC8325 que nous utilisons au
laboratoire.

Enfin, de maniére surprenante, la synthése de la glycyl-ARNt synthétase (GIlyRS)
codée par le gene glyS apparait sous la dépendance de RsaA (voir IILA.1 et

). L'expression de cet ARNm est sous la dépendance de I'anti-terminaison médiée par

I'interaction de I’ARNt®Y

non aminoacylé avec la région 5’UTR de '’ARNm au niveau de la
boite T (T-box) (Yusef et al., 2005 ; Grundy et al., 2005). Le site d'interaction avec RsaA,
faisant intervenir la région juste en 3' de la boite T, suggere que la régulation potentielle de
cet ARNm serait indépendante de la régulation par anti-terminaison de la transcription. De
plus, un motif complémentaire a la tige-boucle en 5' de RsaA est retrouvé au niveau d'une
boucle interne de la séquence codante de I'ARNm. Cette boucle expose trois résidus, CGC,
qui sont capables d'interagir avec la tige-boucle en 5' de RsaA pour former un duplex court
contenant 7 interactions GC ( ).

Les implications biologiques et les réseaux de régulation qui pourraient découler de

la régulation de ces cibles seront discutés plus loin (Voir ).
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Figure 49 : L'ARNm glyS, une cible potentielle de RsaA ?

Représentation des duplexes impliquant le RBS de I'ARNm glyS (en violet) avec la région située en 3' du motif
riche en C de RsaA (en rouge) (d'aprés les données obtenues par le programme intaRNA (voir Résultats ). Un
appariement entre la tige-boucle en 5' de RsaA (en orange) et une boucle localisée dans la CDS de I'ARNm glyS
(en bleu). La structre de la boite T, liant un ARNt Gly non aminoacylé, empéche le formation d'un terminateur
de la transcription (en bleu). Le potentiel site de liaison de RsaA se situerait juste aprées, indiquant que la
régulation serait indépendante de I'anti-terminaison.

II.B. Un motif riche en C et des topologies variées pour la

liaison ARNm / sARN : une adaptation a I'absence d'Hfq?

Les ARN régulateurs de S. aureus présentent deux caractéristiques particulieres : ils
sont généralement trés structurés et la plupart portent des motifs riches en C, accessibles au
niveau de régions en simple brin (Figure 49). De plus, aucun des ARN régulateurs de S.
aureus, dont la fonction a été caractérisée a ce jour, ne nécessite |'aide de la protéine Hfq
pour accoplir ses fonctions régulatrices (voir Introduction IV.D). Comment les ARN
régulateurs exercent-ils leurs fonctions sans I'aide de cette protéine ?

Des ARN structurés résistant a I'assaut des ribonucléases. Pour rappel, I'une des
actions de Hfg chez E. coli est la protection des ARN contre la dégradation par les
ribonucléases (voir Introduction 11l.C.1). Chez S. aureus, les ARN régulateurs possédent une

tige-boucle en 5' et un terminateur de transcription Rho-indépendant en 3'. Ces structures
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protegent les SARN contre I'action des exoribonucléases 5' vers 3' ou 3' vers 5', et possedent
généralement des boucles internes pour empécher une dégradation par la RNase Il (Brantl
et al., 2007) (voir II.D). Cependant, certains sARN restent sujets a une
dégradation spécifique par certaines RNases, comme RsaA qui est reconnu par la RNase Il et
la RNase Y (voir I1). Malgré cela, la stabilité de cet ARN reste élevé dans une souche
sauvage de S. aureus, puisqu'elle est estimée entre 30 min et 1 h (Geissmann et al., 2009 ;
Lioliou et al., 2012)

Un motif riche en C idéal pour cibler la séquence Shine et Dalgarno du RBS. Un
second role de Hfq chez E. coli est d'assister la formation des duplexes sARN / ARNm cibles
via des cycles rapides d'association-dissociation, qui augmentent la concentration locale
d'ARN pouvant interagir (voir III.C.1). S. aureus est une bactérie a faible
pourcentage en GC, et les séquences Shine et Dalgarno sont en majorité fortes chez cet
organisme (Ma et al., 2002). Les motifs riches en C, conservés au sein des ARN régulateurs
de S. aureus, sont donc particulierement adaptés a la reconnaissance de la séquence Shine
et Dalgarno riche en G. De maniére intéressante, ces motifs riches en GC sont souvent situés
dans des boucles de 7 a 9 nucléotides qui possedent des structures orientant les nucléotides
pour une interaction initiale optimale (Wagner et al., 2002, Brantl et al., 2007) ( ).
Couplée a une transcription massive des ARN régulateurs, assurant une concentration
saturante (voir [1l.LA.1), cette caractéristique des interactions boucle-boucle
permet une vitesse d’association rapide, de I'ordre de 10° M*s™. Celle-ci a été mesurée
entre les ARNas naturels de la bactérie et leurs cibles (Wagner et al., 2002) et I'ARNIII et
I'ARNmM coa (Chevalier et al.,, 2010). Une fois l'interaction boucle-boucle établie, cette
derniere peut rester stable ou s'étendre pour former de longs hybrides entre les deux ARN.
Les nombreuses topologies formées, impliqguant des appariements longs et courts, sont
souvent la cible de la RNase lll, qui par son action rend la répression médiée par les SARN
irréversible.

En résumé, la présence de motifs riches en C au niveau des tiges-boucles des ARN
régulateurs de S. aureus assure l'initiation forte et rapide d'une liaison avec les ARNm
cibles. Ainsi, I'ARN régulateur est capable de réguler I'expression de sa cible avant le

recrutement du ribosome sur I'ARNm. La prise en compte simultanée des interactions
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boucle-boucle potentielles en plus de la séquestration de la séquence Shine et Dalgarno

améliorera la prédiction des ARNm cibles des sARN de S. aureus.
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Figure 50 : Les motifs riches en C des ARN régulateurs de S. aureus sont retrouvés dans des régions
accessibles pour permettre une interaction optimale avec la séquence Shine et Dalgarno des ARNm, d'apres
Geissmann et al., 2009 (+ supplementary material).

Pour finir, il est intéressant de noter que Rsal possede les propriétés inverses des
autres ARN régulateurs en arborant deux motifs riches en G dans des régions en simple brin.

Rsal est-il un ARN régulateur d'ARN régulateur (Figure 49)?
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Des études récentes montrent que plusieurs criteres peuvent améliorer la prédiction
dARNm cibles par voie bioinformatique. Ainsi, I'analyse des couples ARN régulateur/ARNm
cibles, validés expérimentalement, montre que les séquences impliquées dans les
appariements sont sélectionnées au cours de I'évolution pour étre dans des régions
accessibles (Peer et al., 2011). L'utilisation des régions en simple brin seulement améliorent
I'identification des cibles potentielles de spot42 par le programme TargetRNA. De plus, la
prise en compte des sites de liaison a Hfg montre que ces derniers ne doivent pas étre trop
proches des séquences appariées pour permettre la formation du duplex (Beisel et al,
2012).

La prise en compte des sites de liaison a Hfq chez S. aureus n'est pas, selon moi, un
facteur déterminant dans la prédiction des cibles a cause de son réle controversé dans la
régulation par les sARN chez cette bactérie (voir l11.C.1). Néanmoins,
I'accessibilité des régions d'interaction pourrait s'avérer intéressante dans l'identification des
cibles des ARN régulateurs de S. aureus. Plus encore, |'utilisation combinée des programmes
TargetRNA et IntaRNA est avantageuse pour identifier des hybrides a la fois conservés dans
des génomes de bactéries phylogénétiguement proches et possédant des régions

accessibles favorisant la formation des duplex.

Enfin, le développement de la technique du « ribosome profiling » chez les bactéries
pourrait étre utile pour détecter des ARNm ciblés au niveau de la traduction. Cette
technique consiste a séquencer les régions des ARNm protégées par le ribosome. Dans une
étude récente de Gene-Wei Li, et al., (2012), la technique « ribosome profiling » a montré le
role des séquences Shine et Dalgarno like dans la vitesse de traduction des ARNm. Si cette
séquence est nécessaire a l'ancrage du ribosome au niveau du site d'initiation, quel est le
role des séquences Shine et Dalgarno retrouvées au sein des régions codantes ? Les travaux
montrent que la présence de séquences Shine et Dalgarno like a l'intérieur des CDS (Coding
sequence) induit des pauses du ribosome au cours de la traduction. Ces pauses pourraient

favoriser le repliement des peptides néo-synthétisés, ou induire une régulation
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transcriptionnelle en favorisant la formation de terminateurs. De maniére intéressante, les
duos de codons mimant une séquence Shine et Dalgarno forte (proche du consensus
AGGAGG) a l'intérieur des CDS ne semblent pas étre sélectionnés au cours de |'évolution.
Ainsi, les paires de codons Gly-Gly GGCGGC avec la plus faible affinité pour I'anti-SD de
I'ARN16S sont positivement sélectionnées au sein du génome, par opposition aux codons
Gly-Gly GGAGGU qui sont parfaitement complémentaires a la séquence anti-SD (Li et al.,
2012).

Ces séquences Shine et Dalgarno like sont-elles ciblées par des ARN régulateurs
comportant le motif riche en C ? Existe-t-il des sites de liaison d'ARN régulateurs a proximité
de ces séquences, qui permettraient a ces derniers de profiter du ralentissement du

ribosome pour se lier a un ARNm en cours en traduction?

Pourquoi cette technique pourrait-elle s'avérer utile dans l'identification des ARNm
cibles ? La majorité des ARN inhibe la traduction d'ARNm cibles en empéchant l'initiation de
la traduction. La comparaison des profils de séquencage a haut-débit obtenus entre une
souche sauvage et une souche mutante permettrait de mettre en évidence un
enrichissement des empreintes du ribosome au niveau de certains ARNm dans une des deux
souches. L'avantage de cette technique est qu'elle pourrait donner une idée du site ciblé au
niveau de I'ARNm, et révéler par exemple les cas d’activation de la traduction par les sARN.
Par ailleurs, cette stratégie pourrait révéler des cas d'initiation atypique de la traduction
comme le "stand-by". Enfin, les analyses pourraient étre effectuées sur des temps courts
d'induction du sARN pour enrichir les profils en ARNm "primaires". Ce dernier point est

également envisageable dans les analyses comparatives du protéome.

RsaA
La protéine Hfg ne semble pas impliquée dans la régulation médiée par les ARN
régulateurs chez S. aureus (voir l1I.C.1). RsaA interagit-il avec d'autres
protéines?
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RsaA

Au sein de notre laboratoire, Efi Lioliou a mis au point un mutant de la RNase Ill au
niveau des résidus E117 et D45 d'apres la nomenclature d'E. coli. L'enzyme résultante est
grandement affectée dans son activité catalytique mais garde sa capacité a lier les ARN
double brin. Apres immuno précipitation de I'enzyme, les ARN liés ont été convertis en ADNc
identifiés par pyro-séquencage a haut débit. Les résultats obtenus montrent des rdles
multiples de la RNase Ill chez S. aureus ; ainsi cette enzyme remplit des fonctions
importantes dans la maturation des opérons d'ARNr, la maturation de son propre ARNm ou
d'ARNm structurés et la régulation des duplex formés par la transcription persuasive
d'ARNas dans tout le génome. Cette stratégie pourrait servir dans l'indentification des cibles
d'ARN régulateurs. En effet, RsaA, dans sa forme longue et courte est retrouvé dans le pool
d'ARN liés a la RNase mutante. De plus, la stabilité des deux formes est plus importante dans
une souche portant la version mutante de la RNase lll. Le site de reconnaissance se situe
dans la région 5' de RsaA, c'est pourquoi les deux formes sont stabilisées chez le mutant. Ces
coupures sont visibles dans la de la partie [1.B.2. De maniere générale, de
nombreux ARN régulateurs sont retrouvés par cette approche, comme [I'ARNIII, mais
également les régions 5'UTR de certaines de ses cibles, comme les ARNm rot et spa. En
conséquence, cette approche permet d'isoler les sARN et leurs cibles. Ainsi, les données
obtenues par cette approche pourraient servir de base dans la prédiction de duplex sARN /
ARNm. Il serait donc intéressant de réaliser des études similaires avec d'autres nucléases de
S. aureus pour mettre en évidence d'autres enzymes impliquées dans la régulation médiée
par les SARN. De maniére intéressante, 'ARNm mgrA, cible de RsaA, est retrouvé par cette
approche.

D'une maniere plus générale, les données de séquencage a haut-débit et de puces a
ADN permettront de compléter I'annotation des génomes (promoteurs, ARNas, régulon des
facteurs de transcription...) et aideront a mieux appréhender les réseaux de régulation des

ARN régulateurs.
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Comme décrit en IlIl.LA.3, le ribosome est un acteur essentiel dans la régulation
médiée par I'ARN régulateur SgrS. Le ribosome traduisant I'ARNm pstG empéche la liaision
de SgrS. Ce dernier interagit préférentiellement avec I'ARNm, lorsque le polypeptide
naissant entraine la localisation de 'ARNm a la membrane, |a ou il est moins accessible au
ribosome pour d'autres cycles de traduction. En plus de la séquence complémentaire a
I'ARNm pstG, SgrS possede une ORF nécessaire a la traduction de la protéine SgrT, qui
constitue le deuxieme domaine régulateur de I'ARN. SgrT, via un mécanisme indépendant de
SgrS, régule par une interaction protéine-protéine le transporteur codé par I'ARNm pstG
pour inhiber |'activité de ce dernier (Wadler et al.,, 2007). Le site de terminaison du peptide
se trouve a 15 nts du site qui se fixe aux ARNm. Cette proximité suggere que les deux
activités sont mutuellement exclusives. Or, des mutations qui affectent la traduction
diminuent la capacité riborégugulatrice de I’ARN, ce qui veut dire que la traduction a un
effet positif sur I'activité de riborégulateur (Vanderpool et al., 2011). Quel est le mécanisme
de régulation et les changements structuraux apportés par le ribosome ?

Un autre exemple de lien entre un ARN régulateur et le ribosome est I'ARNIII. Sa
région en 5', complémentaire a la région 5’UTR de 'ARNm hla, active la traduction de
I'ARNmM en empéchant la formation d’une structure inhibitrice. De maniére surprenante, ce
domaine se situe dans une région relativement structurée de I’ARNIII et I'interaction ARNIII-
ARNm hla ne se forme pas dans les conditions ou les deux ARN ne sont pas dénaturés au
préalable. De plus, les séquences complémentaires a I'ARNm hla et I'ORF codant pour hld se
chevauchent partiellement. La traduction de Hld est-elle reliée a la fonction activatrice de
I'ARNIII, ou ces fonctions sont-elles exclusives ? |l sera intéressant de réaliser des mutants
au niveau de la séquence Shine et Dalgarno sur I'ARNIII, puis de mesurer les conséquences
sur la traduction de I'ARNIm hla. Il est intéressant de noter que de maniére similaire a Sgrs,
toutes les fonctions de I'ARNIII sont reliées a une fonction biologique commune. L'ARNIII
permet la synthése des exotoxines que ce soit en codant directement la protéine Hld, en
activant I'expression de I'ARNm hla ou en inhibant la synthése de Rot, un répresseur de

toxines.

160 | Page



Discussions & Perspectives

RsaA peut-il étre reconnu par le ribosome ? Récemment, une recherche des
protéines pouvant se fixer a RsaA a été entreprise au laboratoire par Arnaud Tomasini et
Isabelle Caldelari. Une séparation des complexes protéiques sur un gradient de sucrose
montre que RsaA est présent dans les fractions légeres, mais également dans des fractions
plus lourdes. L'identification par spectroscopie de masse des protéines du gradient lourd a
permis de mettre en évidence des protéines ribosomiques. Aucune ORF n'est détectée pour
RsaA. Néanmoins, il possede ce qui semble étre un RBS suivi de maniere étonnante par 5
codons STOP soulevant I'hypothése que RsaA puisse piéger des ribosomes ( ). Il sera
donc essentiel de vérifier que RsaA se fixe au ribosome. Des caractéristiques semblables ont

été identifiées pour RsaC.
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Structure secondaire de RsaA et RsaC avec un RBS en vert et une succession de codons STOP en
violet et orange.

Si RsaA piége le ribosome, le fait-il en méme temps qu'il régule les ARNm cibles ?
Ce mécanisme pourrait-il participer a I'activation sélective de la traduction de certains
ARNm par l'intermédiaire de RsaA ? Existe-t-il d'autres ARN régulateurs aux

caractéristiques similaires ?
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Existe-t-il une protéine capable de se lier a RsaA pour |'assister dans la régulation de
I'expression des genes ? Pour répondre a cette question, deux approches sont en cours de
développement au laboratoire par Arnaud Tomasini et Isabelle Caldelari. La premiére est
basée sur l'utilisation d'un gradient de glycérol pour séparer les protéines qui copurifient
avec nos ARN d'intérét. L'avantage de cette technique est qu'elle est globale et permet donc
d'étudier plusieurs ARN dans le méme gradient de glycérol. La seconde approche consiste a
purifier I'ARN RsaA portant un aptameére MS2 avec ses partenaires protéiques. Les
complexes seront ainsi purifiés sur des billes de sépharose présentant des fusions MS2::MBP
(maltose binding protein), qui seront spécifiquement reconnues par I'ARN étiqueté et les

protéines identifiées par spectrométrie de masse.

Si une ou plusieurs protéines sont identifiées par ces approches, l'importance qu'elles
occupent dans la régulation par les sARN pourraient ensuite étre estimée en utilisant les
techniques de HITS-CLIP (Hight-throughput sequencing of RNA isolated by Crosslinking and
Immunoprecipitation) et de PAR-CLIP  (Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced
Crosslinking and Immunoprecipitation). La base de ces approches consiste a lier de maniere
covalente I'ensemble des ARNs interagissant avec une protéine d'intérét via un pontage aux
ultraviolets, a 254 nm pour la technique HITS-CLIP ou a 365 nm pour le PAR-CLIP. Cette
méthode alternative utilise des NTP analogues portant un groupement thiolé qui sont
incorporés aux transcrits naissants au sein d'une cellule (Hafner et al, 2010). Apres
purification de la protéine d'intérét par chromatographie d'affinité, le séquencage a haut
débit des ARN entrainés avec elle furnit une liste des ARN liés par la protéine, ainsi que le

site de fixation de cette derniere.
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Des études récentes, rendues possibles grace aux développements des outils de
fluorescence a I'échelle d'une cellule unique, ont mis en évidence un nouveau principe dans
la régulation de l'expression des genes, la bistabilité. Ce phénomeéne décrit au sein d'une
population donnée, I'existence de plusieurs états différents (revue Siebring et al.,, 2011). Un
exemple est donné par la synthese du flagelle chez B. subtilis. En milieu de phase
exponentielle, une sous-partie d'une population exhibe le flagelle. Les réseaux impliqués
dans la synthése de ce dernier sont dits de "all or nothing", c'est a dire du « tout ou rien », et
impliquent une activation compléete de la voie de synthese du flagelle ou a l'inverse une
inhibition totale. Ce systeme bistable évite ainsi la synthése incompléte d'un flagelle, ce qui
constituerait une perte d'énergie inutile pour la bactérie (Kearns et al., 2005). Chez E. coli, la
synthése de curli est aussi controlée par un systéme bistable. En effet, les bactéries
constituant la population expriment ou non CsgD, un facteur de transcription impliqué dans
la synthése des curli. De maniéere intéressante, ce systeme est contr6lé par deux ARN
régulateurs, OmrA et OmrB, qui inhibent la traduction de I'ARNm csgD et donc la synthese
de curli (Holmquvist et al., 2010). Il est intéressant de noter que plusieurs sARN régulent de
maniére opposée la synthése de CsgD et de la flagelline. Ainsi en fonction de signaux
extérieurs ou des conditions de stress, 'une ou 'autre voie sera privilégiée. C'est le cas de
I'ARN régulateur MacS chez E. coli. Ce dernier, transcrit en phase exponentielle ou en
réponse a une limitation en glucose, inhibe csgD et active I'expression de flhD (régulateur de
la synthese du flagelle) ayant pour conséquence I'augmentation de la mobilité de la bactérie.
En parallele, MacS est également un activateur de la synthése de biofilm puisqu'il active
I'expression de PgdA, un transporteur impliqué dans l|'export de N-acetyl-glucosamine
nécessaire a la formation de biofilm. Dans ce systeme, les niveaux d'expression de MacS
influencent la mise en place de I'une ou l'autre des voies, et sont nécessaires a la mise en

place de biofilm en réponse au stress (Thomason et al., 2012).
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Les réseaux de régulation des bactéries sont dynamiques, ils inteégrent une multitude
de signaux aboutissant a la régulation fine de nombreux processus cellulaire. Chez S. aureus,
le réseau de régulation de I'ARNIII peut étre régulé indépendamment du systeme de densité
cellulaire via le facteur de transcription MgrA, lui méme cible de RsaA (voir

[). Le réseau ainsi formé est capable de moduler I'expression des facteurs de

virulence en fonction de la densité cellulaire et du stress.

RsaA pourrait étre impliqué dans la synthése des capsules et la régulation de
I'autolyse. Comme nous l'avons vu en II.LA, I'ARNm jabJ-spoVG est une cible directe
potentielle réprimée par RsaA. Cet ARNm, sous le contrdle de c° est responsable de
I'activation des genes de capsules (Meier et al.,, 2007). Les analyses du transcriptome
montrent également que ces génes sont activés par MgrA (Luong et al., 2006). Ainsi, RsaA,
en régulant I'ARNm mgrA et I'ARNm yabJ-spoVG, formerait une feedforward loop négative
aboutissant a une diminution de I'expression des capsules.

Une seconde feed forward loop négative impliquerait cette fois I'ARNm sa1956 et
I'ARNmM mgrA dans la régulation de I'autolyse. Pour rappel, MgrA a été identifiée dans une
souche de S. aureus possédant un transposon au niveau du géne mgrA, caractérisé
phénotypiquement par une autolyse plus importante des cellules et une sensibilité accrue
au détergent (Ingavale et al., 2003). L'ARNm sa1956 a été prédit par homologie de séquence
comme étant une protéine régulatrice de I'autolyse. Cette derniére fait également partie du
régulon de MgrA puisqu'elle semble activée par ce dernier (Luong et al., 2006). Ainsi, en
régulant a la fois SA1956 et MgrA, RsaA pourrait moduler I'autolyse de la bactérie et réduire
la viabilité de la cellule en réponse au stress.

Cette régulation de I'autolyse peut également étre reliée a la régulation de I'ARNm
glyS. La GIyRS exerce un role important dans la synthese de la paroi cellulaire. En effet, le
peptidoglycane de S. aureus contient des ponts penta-glycine, spécifiques aux
staphylocoques. Les enzymes de la paroi FemA, FemB et FemX utilisent des ARNt®Y
aminoacylés comme donneurs de glycine. De maniéere remarquable, S. aureus possede 5
ARNt-Gly dont seulement deux sont protéogéniques. Néanmoins la spécificité de
recrutement d'un ARNt-gly en particulier par I'une des enzymes impliquées dans la synthese

de peptidoglycane reste a démontrer (Schneider et al., 2004). En réprimant la synthése de la
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GlyRS, RsaA pourrait indirectement perturber la paroi cellulaire et la rendre plus sensible aux
muréines hydrolases dont |'expression augmente en l'absence de MgrA (Ingavale et al.,
2003). Pour rappel, les biofilms synthétisés en présence de RsaA sont d'origines mixtes,
c'est-a-dire qu'ils sont formés a partir d'ADN, de polysaccharides et de protéines. Cette
mixité est conservée chez des mutants de RsaA, néanmoins, la part apportée par les

protéines et I'ADN diminue (voir I1.C.1).

En régulant le métabolisme de la paroi via I'expression de I'ARNm mgrA, glyS et
sal956, RsaA pourrait avoir des effets négatifs sur la viabilité de la cellule. Pourquoi S.
aureus exprimerait-il un tel réseau de régulation ?

En réponse au stress, l'expression de RsaA pourrait modifier et perturber les
propriétés de la paroi cellulaire. Si certaines des cellules se lysent plus facilement, I'ADN
exogene ainsi généré pourrait servir de matrice a la formation de biofilms. Le potentiel r6le
de RsaA dans la régulation de I'autolyse et I'activation des biofilms semblent aller dans ce
sens.

Pour vérifier ces hypothéses, la viabilité des cellules avant et aprés stress pourrait
étre évaluée via le kit LIVE/DEAD Baclight bacterial viability. Le principe est de marquer
simultanément les membranes des bactéries avec une sonde fluorescente et I'ADN
génomique via l'iodure de propidium. Si la viabilité des cellules est mise en péril lors d'un

stress, le marquage a l'iodure de propidium sera davantage visible que celui des membranes.

De maniére générale, il serait intéressant d'étudier le réseau de régulation
dépendant de RsaA et de I'ARNIII dans les cellules uniques en utilisant les outils de
microfluidique qui sont en cours de développement au laboratoire (M. Ryckelynck et E.
Westhof). En effet, il serait alors possible d’évaluer |'expression des ARN a |'échelle de la
cellule unique au sein d'une population de S. aureus. L'idée est que les cellules en périphérie
de la population, plus exposées a un stress environnemental, seraient plus aptes a activer le
régulon de o® et par conséquent de RsaA en réponse a un stimuli. La formation de biofilm
résultant de cette activation aiderait la population a se protéger. De plus, la régulation de
I'autolyse pouvant étre perturbée par RsaA, les bactéries incapables de s'adapter au stress

pourraient s'engager sur une voie de mort programmée et libérer nutriments et ADN ; ce
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dernier servirait alors de matrice a la formation de couche supplémentaires de biofilms. Au
centre de la population, la densité cellulaire élevée activerait le systéme agr et I'expression

de I'ARNIII de maniere plus importante qu'a la périphérie.

En résumé, en ciblant le facteur général de la transcription MgrA, le réseau de
régulation de RsaA pourrait non seulement réguler le systeme agr et [I'ARNIII
indépendamment de la densité cellulaire, mais également étre relié a la synthése de biofilm,
capsules, via la régulation de I'ARNm yabJ-spoVG, et a la régulation de |'autolyse via la
régulation des cibles potenteilles sa1956 et glysS.

RsakE semble induit par un stress anaérobie chez B. subtilis, via le systeme resDE. Si
cette voie d'induction est conservée chez S. aureus via le TCS srrAB, le réseau de régulation
de RsaE pourrait alors rejoindre celui de I'ARNIII en plus de la régulation du cycle de Krebs.
Une telle interconnectivité ( ) permet a la bactérie d'intégrer de multiples signaux
provenant du milieu extracellulaire pour adapter efficacement I'expression de ses genes.
Ainsi, les ARN régulateurs, et en particulier ceux qui ciblent des facteurs de transcription
globaux seront des cibles de choix dans la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques

contre le pathogéne opportuniste Staphylococcus aureus.
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Figure 52 : Interconnectivité entre les réseaux de régulation de RsaA, RsaE et ARNIII.

De maniére intéressante, nos collaborateurs de Lyon ont récemment montré que les
ARN régulateurs sur lesquels nous travaillons (RsaA, RsaE, RsaG et RsaH) sont exprimés dans
des prélevements de patients hospitalisés (Song et al., 2012). Néanmoins, plusieurs
questions restent a élucider. In vivo, les ARN régulateurs sont-ils exprimés a des niveaux
semblables quelle que soit la niche du corps humain occupée ? Les réseaux de régulation

exprimés sont ils les mémes pour tous les processus d'infection ?
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Comme expliqué en (voir IV.A), S. aureus est un probléme majeur en
termes de santé publique en raison de I'émergence de souches multi-résistantes aux
antibiotiques, aussi bien en milieu hospitalier qu'en dehors. L'apparition de souches de S.
aureus résistantes a la vancomycine rend urgent la mise au point de nouvelles molécules
thérapeutiques. En effet, les antibiotiques a large spectre, longtemps privilégiés par les
compagnies pharmaceutiques car plus rentables, sont également ceux pour lesquels les
résistances sont le plus vite apparues. Ainsi, plusieurs axes de recherche ont été entrepris
dans la mise au point de molécules dirigées spécifiqguement contre certaines bactéries. En
plus de limiter les risques d'émergence de bactéries résistantes, cette stratégie a également
un impact modéré sur les flores microbiennes présentes au sein du corps humain (voir

I.B). Ces avancées ont été rendues possibles grace aux progrés effectués dans
I'étude des relations hote-pathogéne (Hunter 2012).

Deux grandes stratégies sont actuellement développées dans la mise au point de
molécules thérapeutiques.

La premiére consiste a cibler des genes essentiels a la survie de la bactérie. Les ARN
constituent une cible de choix dans cet optique. En effet, la moitié des antibiotiques a notre
disposition ciblent I'ARN ribosomique bactérien, comme par exemple les aminoglycosides ou
les macrolides. En parallele, la découverte des riboswitch, éléments régulateurs en cis (voir

et revue Lioliou et al.,, 2011), constituent un nouveau réservoir de cibles. Ces
derniers sont localisés dans la région 5'UTR de certains opérons, sont capables de lier
spécifiguement un métabolite donné. La fixation de ce dernier aboutit a un changement
conformationnel de la plateforme de régulation entrainant une régulation de la
transcription, de la traduction ou de la stabilité de I'ARNm (voir [1I.B.1.a). De
maniére remarquable, les génes codés par 'opéron appartiennent a la voie de synthése et
de transport du métabolite reconnu (voir [11.B.1.a). La recherche de nouvelles
molécules thérapeutiques se base sur la synthése d'analogues d'affinité équivalente ou

supérieure au métabolite normalement reconnu par le riboswtich. Ainsi, des analogues de la
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guanine capables de se lier au riboswtich reconnaissant la purine et inhibant la croissance de
B. subtilis ont été synthétisés (Kim et al., 2009). De maniere similaire, un dérivé des
pyrimidines a été mis au point pour se lier au riboswitch senseur des purines chez S. aureus.
Cet analogue, nommé PC1, a une activité antimicrobienne contre un spectre restreint de
bactérie, dont S. aureus, diminuant ainsi les risques d'émergence de souches résistantes
(Mulhbacher et al., 2010).

Un autre axe de recherche dans la lutte contre S. aureus consiste a perturber les
fonctions reliées a l'infection par la bactérie, comme les facteurs de virulence, les toxines, les
systemes de sécrétion ou les protéines d'adhésion. Cette stratégie cible donc des
mécanismes propres a chaque pathogene, diminuant ainsi la pression sélective et les effets
au sein des microbiomes endogenes (revue Clatworthy et al., 2007). Pour rappel, un
inhibiteur de RpnA a un effet global sur la stabilité des ARNm et sur la croissance de S.
aureus (Olson et al., 2010). Récemment une molécule inhibant le facteur de transcription o®
a été mise en évidence chez L. monocytogenes et B. subtilis. Chez L. monocytogenes,
I'inhibition du facteur de transcription o® par cette molécule empéche l'invasion des cellules
épithéliales de l'intestin (Palmer et al., 2011). Chez S. aureus, le facteur de transcription
MgrA est la cible d'une molécule, MDSA, qui empéche la fixation de ce dernier a I'ADN. Cette
molécule atténue la virulence de la bactérie dans un modele murin, mais augmente
également la résistance de S. aureus contre certains antibiotiques tels la vancomycine (Sun

etal, 2011).

L'étude des ARN régulateurs est le chainon manquant dans la compréhension des
réseaux de régulation et ces derniers refletent les capacités d'adaptation de la bactérie a
son environnement. Comprendre leurs fonctions dans I'établissement de relations hote
pathogenes durables ou au contraire dans I'établissement de l'infection ouvrira de
nouvelles stratégies anti-microbiennes et des nouvelles perspectives en microbiologie

(revue Lioliou et al., 2010).
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Liste des souches utilisées
Souche S. aureus

RN4220

RN1HG

RN1HG ArsaA

RN1HG ArsaA complémentée
Newman

Newman ArsaA

Newman ArsaA complémentée
Becker

Becker ArsaA

Becker ArsaA complémentée

RN1HG MgrA::B-gal

RN1HG ArsaA MgrA::B-gal

Plasmide de S. aureus
pE194

pLUG 274

pLUG 959

Plasmides navettes

pTCV-lac

pLUG 220
pLUG mgrA::B-gal

Culture cellulaire

dérivée de 8325, restriction -

RsbU réparé

RN1HG : ArsaA région::cat86

RN1HG ArsaA avec plasmide pLUG274::P3 rsaA

Newman: ArsaA région::cat86

Newman ArsaA avec plasmide pLUG274::P3 rsaA

Becker: ArsaA région::cat86

RN1HG ArsaA avec plasmide pLUG274::P3 rsaA
RN1HG avec plasmide

pLUG200 P,,05 P1 mgrA (5'UTR et +1/+258)::lacZ
RN1HG avec plasmide

pLUG200 P,,05 P1 mgrA (5'UTR et +1/+258)::lacZ

plasmide de S. aureus, erm résistance
pE194::EcoRV site dans MCS
pLUG274::P3 rsaA

vecteur navette avec promoteur et géne lacZ, résistant a la kanamycine et
a l'erythromycine

pTCV-lac ARBS et AUG

pLUG200 P,,05 P1 mgrA (5'UTR et +1/+258)::lacZ

Une colonie de S. aureus ou B. subtilis est mise en croissance a 37°C pendant une nuit

dans 2 ou 3 ml de milieu BHI (Brain heart infusion, AES laboratories) ou YT (Difco™). De cette

préculture, une aliquote est dilué (1:100) dans le milieu correspondant puis incubé a 37°C.
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Les prélévement sont fait a 2 h (DOgoonm 0,5 dans BHI), 4 h (DOgponm 2 dans BHI) et 6 h
(DOsoonm 2 dans BHI).

Northern

Un extrait d'ARN total est préparé a partir de 20 ml de bactérie cultuvées dans du
milieu BHI ou YT comme décrit ci-dessus. Aprés centrifugation (3200 g, 4°C, 10 min), les ARN
totaux sont extraits en utilisant le kit fastRNA Pro Blue kit (Qbiogen, France) et conservé a -
20°C dans de I'eau stérile. Les ARN (20 pg / pistes) sont séparés sont des gels de poly-
acrylamide dénaturant (8M urée) ou d'agarose (1 ou 2%) contenant 20mM de guanidine
thyocyanate. Les ARN sont révélés soit par I'utilisation d’ARNas complémentaires aux ARN
testés, transcrits in vitro a I'aide du kit DIG (ROCHE), soit par des oligonucléotides antisens

marqué au y-P>>-ATP a leurs extrémités 5'.

Préparation des ARN et expériences de retard sur gel.

Les ARN non-codant, ARNm et ARNas (sondes northern) sont transcrits in vitro en
utilisant I'ARN polymérase T7 a partir de fragments de PCR ou de plasmides linéarisés,
comme décrit dans décrit dans Benito et al., 2000. Avant utilisaton, les ARN sont dénaturés
dans de l'eau stérile pendant 2 min a 90°C puis 1 min a 4°C, suivi d'une étape de
renaturation de 20 min a température ambiante dans du tampon TMN (20mM Tris-HCI pH
7,5, 10mM MgCl2 et 150mM NaCl).

La formation des complexes ARN-ARN par retard sur gel nécessite le marquage d'un
des deux partenaires a son extrémité 5' au y-P*.-ATP. Aprés une étape de dénaturation-
renaturation, I'ARN marqué est incubé seul et avec des concentrations croissantes d'ARN
complémentaire non marqué pendant 15 min a 37°C dans du tampon TMN (volume final de
10 ul). Les échantillons sont ensuite séparés sur un gal natif de polyacrylamide 6% dans du

tampon Tris-borate 1x (0,09 M).

Analyse du protéome.
Une préculture sur la nuit de S. aureus et B. subtilis sert a ensemencer (dilution 1:100) 50 ml
de milieu BHI ou YT. Les protéines sont préparées a partir d'extrait réalisés a partir de

cellules récoltées en phase exponentielle ou stationnaire de croissance. Apres centrifigation
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des cellules, les protéines sont obtenues par une extraction au Trizol (Sigma) suivie d'une
précipitation a l'acétone. Les protéines sont dissoutes dans le tampon C (7M urée, 2M
thiourée, 4% CHAPS, 20mM Tris-HCI pH 8) and 50 pg sont marquées avec 400 pmol de Cy2,
Cy3 or Cy5 (Amersham) (réactives via des groupements amines) dans I'obscurité, pendant 30
min a 4°C. La réaction est stoppée par I'ajout de 20 pl de lysine a 10mM pendant 10 min,
suivi d'une étape d'alkylation a 37°C pendant 15 min en présence de DTT (50 mM) et 10 ul
d'iodoacétamide 1M. Les protéines sont ensuite désalées par une chromatographie
d'exclusion G-25. Aprés ajout de bromophénol et d'ampholytes (Biorad), les échantillons
sont utilisés pour ré-hydrater des strips IPG (gradient de pH 4 a 7) de Biorad. L'isofocalisation
électrique est effectuée en utilisant un "IEF-cell" (Biorad) a 75kV/h. Les strips IPG sont
ensuite incutés dans du tampon d'échange (1 M Tris-HCI pH 8,45, 6 M urée, 2% SDS et 30%
de glycérol). Pour la seconde dimension, les strips IPG sont chargés sur le haut du gel poly-
acrylamide 12% / SDS 2%. Apreés électrophorése, les gels sont scannées pour mesurer les
intensités de fluorescence puis coloré au bleu colloidal. Les images obtenues sont analysées
par le logiciel PQuest (Biorad). Les protéines montrant une expression différentielle sont

identifées par spectroscopie de masse.

Cartographie en solution

Les expériences de cartographie en solution des duplexes RsaA / ARNm mgrA sont décrites

dans la publication présentée ci dessous a laquelle j'ai participé.

Helfer A.C, Romilly C., Lioliou E., Chevalier C. & Romby P. (2011)

(Hartmann RK B.A., Schon A., Westhof E., ed.)
Wiley-VCH Verlag, Weinheim.
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1. Intraduction

In all arganisms, RNAs play a diverse range of essential functbons, including acting as major
regulators of gene expression [1-3], These funclions result from specific RMA teniary
struciures, and RNA siructural transhdons or conformational rearrangemens often oocur
during regulation, leading o different genetic responses [4, 5). Indeed, the regulatary regions
of bacterial mEMAs can sense physical and metabolic changes. These cis-acting regions
respand to lenperature |6, 7], pH [8], divalent jons [9], and the inracellular concentration of
a wide variety of mans-acting factors incleding mewabolites [5), uncharged (RMAs |10,
protemns [11], and non coding BMAL [3, 12, 13]. Hence, the Mologieal function of BMA are
linked to the dynamics and versatility of its RNA structare, which promodes the formation of
stable or wansiemt e of mermolecular meractions, Consequently, there |5 increasing
interest in studies on the structure of both free BMAs and BMAs interacting with ligands.
Although the structure of the whole nibosome has been now solved [14], analysis of
the architecture of long RNA molecules is still a challenging experimental problem. Amaong
the wide array of methods applied 1o this problem, chemical and enzvmatic probing has the
obwviows advantage of probing RNA molecules of any size ander a wide range of experimental
conditions (i, by varying temperanre, pH, and the concemration of monovilent and
divalent ions). These methods map the reactivity and'or the accessibility of cach nucleotide
woward enzvmes and chemdicals and unambiguously define unpaired regions of the KNA.
These data are often used as constrainis in computer folding programs, facilitating the
predicrion of BENA secondary structure inferred from the sequence [15, 16]. The resulting
seccondary structure model can be further validated by site-directed mutagenesis studics
coupled with a probing approach to analyze the effects of cach mutation on the BMA
structure. Chemical prohing also provides information regarding the tertiary folding of RNA.
Large RMNAs are usually composed of stable secondary structural elements that are broughs
topether by long-distance interactions 1o form compact domains [ 17]. Crystalksgraphic studies
performied on ihe nikosome and vanous regulatory elememts of mENAS have revealed the
presence of numerous RNA motifs that cither mediate specific interactions to induce compact
folding of rEMAs or constitute specific lgand binding sites 1%, 19). ‘These maotifs are
composed of siacked armays of non Waison-Crick base pairs and are chamacterized by a
specific pamem of chemdical reactivity of the bases. Hence. the comelation between the X-ray
struciune amd chemical mosdifications of the bases can be used 106 determine the exisience of
struciural motis in EMAs Oiher chemicals. such as hydroxyl radicals generated by Fe-
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EDTA, which cleave ribose [20], and M-gthyl-MN-nilrosourea, which alkylates phosphates [21],
are usefl o probe the solvent accessible surface and divalent ion binding pecket of large,
srueiured RNAS. Other methods that probe BENA in 8 sequence-independent manner have
been shown to be powerful in predicling RNA sccondary structure and abd in visualizing
canformanonal changes [22-25]. These methods are based on the reladve Mexibiliny of
specific RNA linkages {in-line probing, [22]) of of the 270H group of the ribose units 1oward
acylation (SHAPE; [ 26, 27]).

To define the mbes that govem the RNA folding process, timke-resolved probing
techniques have been developed using vither base-specific reagents [25] or hydnoxyl radicals
[29]). Wik these wals, it s now possible 10 moniter conformational rearrangements and
transicnd interactions thar occur Juring the BNA folding process or Juring the assembly of
ENA-ligand complexes. As a new development, using time-resolved chemical probing in
singhe-ENA molecule experiments would be of interest (o analyze the inbermisliates generated
during the formation of the meive and functional RNA s@te. Indeed, recent single-molecule
flupTescence Mesonance eneTEy mansfur experiments have revealed that RMA can fold mio
mdciple disdnct states thar inerconvert [30). This abiliy of BNA w0 adopt Jdiffercn
conformations may have an impact on cell biokegy, perhaps by providing Jifferent responses
i environmendal changes [31].

Structure-specific chemical probes are also unigue 1ools to map the stnecure of BXNA
am vaver umaler Jifferent cell growth conditions. The use of probes, however, is limited by their
inabkility e pencorate the cell wall of bacterin or membrames. To Jate the reagents that have
bieen wsed for fe vive RNA probing ane Jdimethylsulfat: (e.g. [7]) kethoxal [32], and fead(11}-
imlugesd cleavages [33], The novel SHAPE approach based on sebective 2'-hydroxy] acylation
of the ribose umits might also be used fn wive [34). With the development of high throughpus
sequencing analysis combined with lead{1l)-imaduced cleavages fn wive, it is now feasible fo
obitxin soructural information on a pool of RNA moleculs expressed under specific
canditiens, Such an appraach might alse allowing mapping of the binding sites of regulators
that farget mulbple mEMNAs. Other echnical improvemenis using capillary clectrophoresis
with fluonsscent DNA probes for primer extension allow quantitative analysis of the Chemical
and enymatic probing data [33, 36]. This sechnique based on LINA sequencing technology
albows struciure probing of very long RNA molecules in one sbep, such as the entire HIV-1
ENA penome, in a single step [37].

Other meiheds such as chemical interference approaches have been derived Trom
foomprinng cxperimems. Chemical merfereneys defines a set of nuchoibes that have st th
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capability to intersct with a ligand whven they are modified by a chemical probe (e [38, 39]),
In thiz respect, nuclestide analog interference mapping (MAIM) is a powerful methad 1o
investigate the eifects of substming specific nuelsotlde functional groups on the RMA
struciure of of ligand binding [40, 41]. Chemical probes pabenad o proteing of RMAS can
provide wpographical informaton on ligamd-RNA complexes by induecing sle-specifie
cleavage of a proximal RNA afler binding (eg.. [42, 43]).

In this review, an experimental guide is given for several probes commonly used io
map the siricture of RNAS and RNA-ligaml interactions.

L. Enzymatic and ehemical PI‘!IIH

These probes are used umler bimited conditions in which less than one cleavage or
frmlification occurs per RMA molecule with a statistical distribtion. The identification of the
cleavages or moifications can be achivved by vanous methodobogies depending on the
length of the RNA molecule and the nature of the muslification, The (it approach uses cod-
labubed RMNA, b it only demeos scissions anad is limived o RMAs of less than 300 nucleoides,
The second approach uses primer eXiension o detecl SWops of feverse (rANSCriplase af
muslified nucleotides or cleavages and can be applicd w KNAs of any size. Frimer exiension
wilh reverse transcriptase can be done with a 5'-"P-labeled DNA oligonucientide followed by
separation of the labeled cDNA fragments wish conventional denamaring polyacrylamide gel
elecirophoresis, allowing the klentification of modificatons'cleavages Tor 150-200 o per
eXperiment. A mare Tecend approach uses primer extension with a 3'-fluorsscenly ingged
DNA primer; the cDMA products ane then resolved by capillary elecirophoresiz. Although the
clossical u.pprnur:h 1.|sir|5 o roadiolebeled pu'irnn.'r 15 sensitive, better 4:|1.|.:|Ii|:_l,r of the |:|1m|1il'u'u|:im:|
of the nucleotide reactivides'cleavages has been obtained using capillary elecirophonesis |26,
EL Jﬁ]. In addition, modificatsons or c‘h.'.l'..'.iﬂ:ti can be idenmtified for G30-1000 @ T
e { Tt g a1 0

Thit pmrtm*:l L":[u-rirrun'unl Elli:h" WHE Jnlnprnl from the conditions weesl fo |1n.1l'u_' rhi:
smuciare of the regulatory BNALL from Staphvlecoccns aurens (44, 45) and 5 limited 10
suveral commaonly el probes (Tahle 1) In adidition, experimental proceibures are given in
goin insight imto RNA struciure in baceerial cells. Other protocols have been used for mm wive
EMA probing in cukaryotic oells (this issae, [46]).
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L1. Enzymes

BMase T1 (specific for anpaired guoninesh, BMose T2 (with preference for unpaired
asleninees), amsl RMase W1 (specific for double-stronded regions) are easy o use amd are able o
nlentify seoondary stracture RN A elemsnts such as hairpins, BMose %1 is the only probe thai
provides positive evidence for the existence of helical regions. Due to their size, however, the
BMuses are sensitive 1o steric hindrance, The ¢leavages caused by BNases may polentially
imluce conformational rearrangements in the RMA that provide new targets (secondary cuts)
f the RNase, These secomalary effects are especially ohserved if the reaction is oo strong due
i the addition of a high concentration of the RNase

1.1, Base-specilic chemical probes

Basc-spocilic  meagens  mslily  spocilic  positions on bases.  The combasation  of
dimethylsulfaie (D05 and  D-cyclohexyl-3-(2-morpholinocthyljcarbodiimide  metho-p-
toluene sulfonate (CMCT) allow probing of the four bases at one of iheir Watson-Crick
positions (Table 1). MS methylaes positon M1 of adenines and, 10 a lesser exent, N3 of
cyinsines. CRCT mmlifics position N3 of uridines and, b s lesser aoiens, M1 of guanines
{147] amd ref therein).

PFosiion M7 of purines can be probed by diethyl pyrocarbonate (DEPC) for adenines,
and by DS or Mickel complex For guanines, Mickel complex [48] and DEPC [49] are very
sensilive to the xl.at.:kil'l; of the bhase ri:'l.@x;.ar:u.l therelone, pm:hium N7 uFImHMx within a helix
is mever reactive unless 16 the desp groove of the helix is widensl

1.5, Backbone-specifle chemical probes

A new generation of chemicals has been designed thar modify 2°0H groups of ribose unirs,
These reagents include N-methylisaosie anhydride (NMIA) [26], 1-methyl-T-nliroksaioke
nnh:r'qh'inlu (1A T I"I‘i'_ ‘il'l]_ amal hemzoy] cyamide (AR [1ﬁ_ ‘ill All of them react ina vy
similar way, but their half-lives differ; thug, thelr reacton imed exienad from 20 min (MMIA)
and | min ¢ 18475 to the secomd range (BzCN). All of these reagenis are highly sensitive to the
lecal flexibility of the nuclootishe, which is requined for the formation of a 2°-O-adduct
berween the 2-0H group of ribose units and the hydroxyl-selective lecirophile [51]. Hence,
thise reagents unambiguously idemity the unpaired nucleodes. Albough purine residees ane
slighily more reactive than pyrimidings. it has been shown that these differences are subtle in
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canirasl o the reactivity differences between paired and unpaired nuclestides [50], These
ribose modifications can only be detected as sbops In reverss ranscription,

In-line probing explodis the Geer than RMNA phosphodiesier lnkages are spomaneousiy
eleaved as the reull of a nueleophilic aack of the 27 OH group nesuliing in the Tormation of
a mansient 2°3° cyelic phosphate. It has been proposed that ahe maximal raes of this
spontaneous cleavage are achicved when the 27 oxygen, the phosphorus cemter amd the 5°
cygen leaving group form a perfect 180° angle. Thus, the ibose-phosphare linkages than
panticipate in Sable Wason-Crick base pairz exhibil lower ries of spontasecus cleavage than
unpaired mweleptiades |24, 52). The in-line probing consists of a long incubation (> 40 h) of the
REMA in a basie bufler conaining monovalent and divalent bons. Thiz simple approach has
been wsed bo monitor the conformaiional states of 2 tIRMA in solution and in crystals [25] and
o visualize the conformational changes anmd structures of riboswitches, e cis-acting
repulacory regions of mRMNAs that respoml o the imracellakar conceniration of mecabolite and
mEagnesium (e, [5, 9, 53]) The combimation of in-line probing amd sequence alignment led
it the establishment of secondary stmocoure modkls for several riboswitches that have been
well comelatad with the high resolution crvsial soeciurcs aml NMER sructares [17, 54).

3. Experimental Froocols

Probing the conformation of RNAs with Jifferens enaymes amd chemicals requires the use of
defined buffer conditions (e, pH, onic sirength, magnesium colcentration, temperatiare),
Induenl, the aptimal conditons vary slighily with different probes, and the pessibiline exisis
that subtle conformational changes may oocur umber Jdifferent incubaton conditbons (Table 1)
The probe:RMA rmiie must also be adapeed so that ihe experimenis are conducted amder
limibteel and staristical comlitions. For the first experiment, different concentrations of the
pmhn:: and ttme scales should be used, which 1= also TUSCUESATY when the commercinl source

of the probes has bevn changed.

Al Equipment and reagenis

Equipment
Eguipmeni for denaturing pobyacrylamide gel elecirophoresis {Model 52, Giboo BRL) is usad
we size end-labeled RMA products and labebed cDNA frogmenis. 1f the primer extension
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reactions ane sived on capillary gels, instruments from Applicd Biosysiems (ABI) or Beckman
can be used, Eppendort mbes, tips, and baffers should all be sterilized befiore wse,

Chemicals and enzymes

CMOT can be purchased from Fluka (ref? 29469) DMS from Acros Organkes (rel. 11632-
010y, DEPC, from Sigma-Aldrich (rell DETR), benzoy] cvanide, from Sigma-Aldrich (rel,
115959), and should be stored ina dessicabor an reom wemperanre; calf intestinal phosphacase
from Roche (rel. TI3023; 1 Lipl) and T4 RNA ligase from Biolabs {rel, MOZO4L; 20 Wipl);
avian myeloblasiozis vines (AMY) reverse manscrpiase from MP Biochemicals (ref.
EMAMV200; 20 Uipl); T4 polynucheotide kinase from Fermentas (ref. EK0031; 10 Uinl), [y-
ZP)ATP (3200 Cirmmeol) and [5-"P)pCp (3000 Ci/mmol), from Amersham. RMase T1 can
b purchased from Fermentas (ref. ENOSEL 10000 Udply, BNase T2, from Invirogen (ref.
12031-013; 20 U/alk and BRase V1, from Ambion (ref. 2275; 0.1 U/ul).

Safety rules using chemicals

Most of these chemical reagents are potential carcinogens; therefore, chemical modifications
until the removal of the first ethanol supsmatant (se¢ below) are carmisd owt uneler & fums
hioosd while weanng protective gloves, DMS and solutions are discanded in 1 M sodium
hydroxide waste, amd CMCT, in 10% acetic achd wasts,

Buflers

Thie buffer conditions given here are indicative and can be modolated acconding to the system
wsed and the nature of the ligand, Suffer ¥ 20 mM Trs-HCL pH 7.5, 10 mM MgCls,
I30mM KO Baffer N2: 50 mM sodivom cacodyvlate pH 2.5, 10 mM MgCla, 100 mi KCL
Buffer Ni: 50 mM sodium borate pH B, 10 mM MgCly, 1000 mM KCL Suffer N4 40 mM
MOFPS pH & 80 mM acetote pomssium, 10 mM MgClz. Buffer in-line: 50 mM Tris-HC1
pEH E3, 100 mM KCL 20 md MgCLL. Buffer ATS: 20 mM sodium clirate pH 4.5, 1 mM
EDTA. 7 M wrea, 00Z5% xylene cyanol, 0.025% bromophenol Blue, Laedder bunffer: NagCOy
001 MMaHCO: M pH % BNA Josdieg hffer: 0025% syleme  Syanol, 0.025%
bromophenel blue in B M wures, ONA leadieg bigfer 0.025% sylene cvanol, 0025%
bromaplene] Mue in formamide. BTE buaffer: 50 mM Tris-HC pH 7.5, 20 md MgCly and
S0 mM KO FEE Bbuffer: 0098 Trs-bamie pi 8.3, | mM EDTA, All buffers are given as Ix

conceniranons, bl they are wsually P!'L'P.!FL‘I’J &% 5% solwsons.
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A1 RNA preparation

The RMA is nsually tramscribed i vitro from a DINA template using T7 RNA polymerase, It
is necessary o prodduce a sufficient amount of RNA for all of the experiments {30100 pgh
The BMAs produced are then purified from the DNA template and excess of nucleoside
triphosphate (MTF) by using gel filtration column [55]. monoQ) [56], or ion-pairing reversed-
phase high-performance liguid chromatography (IP-RPLCY [37], For large RNAs, DiNase
FMase free treatment should be performed 0 remove the DMA wmplate. Denaturing
polyacrylamide-urea gel elecirophoresis is the best sirategy to obtain homogenous BNA [58]
but the efficiency of the RMNA elution from the gel decreases with the length of the RNAL

For 7 el labeling, e RMA i first dephosplorylated af i 5" emd amd then labeled
using [y-"PJATE and T4 polynucleotide kinase [22, 3¥). The dephosphorylation step can be
avolded If ranseription is carmied our in the presence of GMP, of with UpG (Sigma). The 3
end [abeling is performed using [5-PJpCp and T4 RNA ligase [60] with 5 pg of RNA. The
labebed RMNAS are punified by clectrephoresis on 8% poelyacrylamdde (0.5% g} &M urca
slab !l,!l.'i. Belone cach 1.::1.|'!-¢ri.1'|:'||.:|'||!. the EMA i% cluted from the gl.:l allbce in PO pl of 5000 mad
ammonium acetae’l mM EDTA in the presence of 106 (vol'vol) phenol. The REA is then
|1h¢r|u| exiracied and |:|n:|:i|:|i|u||.:|.] with 2.5 volumes of cold cihanol i the presence ol 1 HE i
ghycogen. Adier two washing sweps with 200 pl of cold 80% ahanol, the pellet is then
dissolved m sterile H2O i oltain aboud 5{HHD |.'p|:||.'|.|l]. (hven thaei the BMNA is ollen in
contact with denamring reagents Jduring s purificadion, it is wonh making an offorn o camy
out a renalurstion proccss befone the probing experimoenis.

3.3 Enrymatic cleavages and in-line probing of end-labeled BN A

This direct method is resricted o the detection of cleavages (see Table 1), Enzymatic probing
hias been adapled for srrucmse probieg of the Sephvlococons aurews RNAIT (514 ms) aml for
the determination of s fooprinn on s targsr mENAs and wee versa. Experiments ane
ilastrated in Figure 1. All reactions are condueted in a ol volume of 10 pl. Appropriate
dilutions of enzymes are made in sterile water just before use. For RMA-liganad footprinting
experimenis, the complex is pre-formed for 15 min at 20°C by adding increasing
concenirations of the ligand before the enzymatic or chemical reactions in the appropriate
bufter for oplimal kinding. Incubation conirols in the sbsence of the probes ane performed on
the BMA gither free or bound o its ligamd de.g., BMA. protein) 1o Jetect spontansous
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cleavages of e RNA, In these comrols, the RMase and the RNA lipand ane replaced by
sterile Fl=00,

Labeled BENA (50,000 cprply sulficlent for the planned experiments was firse
denatured in glerile H=0 at 90°C for 1 min then coeled on ice for 1 min

RMase hydrolvsis

= HEMase T1: Labelad mENA (1 pl, 300000 cpm) is renaiansd in the presence of 5 pl of H:O
and 2 pl of buffer W1 (3% concentrated) at 20°C ar 37°C for 20 min. 1 pl of wial (RNA
(2 peul) is then added, and the reaction is performed with | pl of BMase T1 (0.2 U) for 5
mkmn a1 20°C or 2 man an 3770

= RMase T2 The same protocol is used for BMase T1 except thar the reaction is performed
with 1 pl of ENase T2 (0005 L) for 5 min a0 20°C or 2 min at 37°C.

= RMase VI The same protocel is usad for BiNase T1 except that nesction is performed
with 1 pl of ENase V1 (0005 L) for 5 min at 2000 or 2 min al 37°C.

*  For the first experiment, at least three different concentrations of the anzymes should be
ried: BMase T1 (i 1-0.2-005 L), RMase T2 (001-0005-0.1 U), and RMNase %1 (0.01-0.05-
0.1 Up

Stopping the reactlons

Enzymatic assays are siopped by phanol exiraction.

= 40 pl of 0.5 M osodium acetate pH & and 50 pl of phenol safurated with chloroform
(volvolp ane added to all samples. The samplis are mixed for | min, and then centrifuged
I mim &t high speal,

*=  The aqueous phase is carefully removed. amad transfermed into a new sterile 1.3 ml micro
tube, and 2.5 volumes of cold cthanol (150 pl) is added to precipitate the RNA, After
mixing. the samples are keft in g Jdry ice-cthanol bath for 10 min, amd centrifuged
{1 MWK rpam ad 4°C For 15 min),

*  The supernatant 15 discanbel and the pellet 15 washed twice with Z00 pl of cold KO0%
ethanel. Afier a short cenirifugation (13000 pm for 5 min at 4°C), the supematant is
remorveil, and the pellels ane vacuumdricd {no more than 3 mm), and dissolved i 6 pl of
RMA loading baffer,
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In-ling probing

= Labeled mBEMA (T5000- 100000 cpm) i incubated with 2 pl of 3x bulfer in-ling in a
todal volume of 10 el a1 room Emperaure for 40 h,

*  In-line probing can be conducted under various conditions, The pH can range from 7.5 10
8.5, and the tme of Incubation should decrease if the temperaure 12 increased. In-line
probing can also be used o sdy magnesium-dependent elfects on RMA falding. For
these experiments, a high concentration of monovalent catkons | 1-3 M) should be used io
eliminate or vary the Mg concentration [61],

= The reaction is stopped by adding 10 pl of BMA loading buffer and frozen at -20°C.

* A ponrol corresponding o the RMA, wiiich 14 no ipcubated in the buiTer, & also loaded
in parallzl to the in-ling probing reactions on the palyacrylamide-urea gel electrophoresis.

Fractionation of end-labeled BMA fragmenis

RMase T1 and alkaling ladders are required 1o idemtify the cleavage positions.

= RMase Tl ladder: Labeled mB3NA (1 pl, 300K cpm} is pre-incubated at 30°C for 5 min
in 3 pl of buffer AT1 containing 1 pg of vetal (RNA. The resction is then carried sut an
S0°C for 19 min in the presence of 1 pl of RMase T1 (0.5 1),

= Alkaline ladder: Labeled mBMA (2 pl, 100,00 cpm) is incubated at 90°C for 3 min in
the presence of total tRMA (2 pghin 3 pl of ladder boffer. The time of the hydrolysis
must b sdapied according o the lengih of the RNA.

The end-labeled RMNA fragments are sized by electrophoresis on 12% or 15% polyacrylamide
(0.5% bis)- & M arca slab gels (0.5 mm x 30 cm x 240 ¢cmj in X TBE. Gels should be pre-mun
i 30 mim at 75 W) and run warm (73 W) to avoid band compression. The migration conditions
must be adapted to the length of the RMA, given that on a 15% gel, sylene cyanel migrates as
a M-nucleotides long RNA and bromophenal blue as 9 nocleatides. A 15% polyacrylamide
gel is convenient to collect data on sniall fragmeents (1- to S-nucleatide RNA fragments), For
a 250-nuclkeotide RMNA, two migrations are necessary to interpret correctly the reactivity of
nucleatides of the entive RMA molecule. At the end of the ran, the 1 2% gel is fixed for 5 min
a1 ethanol®®s acetic acid solutton. manstemad o Whatman 3 MM paper and dned. The
15% gel is transferred without drying on a plastic support and wrapped with a plastic film,

Expasure is carmied owt al -50°0 using an intensifving screen.
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YA, Chemical modifications

Examples of chamical modifications performed on a Staphdococons anrews mBNA target of
ihe regulotory RNAIL are shown in Figure 2. For enzvmatic reactions, the same experimsnial
conditions can be used as Jescribed above except that the reactions are camivd out with
I prvd of unkabeled RMA, Reactions are carried out in a 1ol volume of 20 pl except for the
menlification of riboses by 187 which is cammicd out in 50 pl An unmodified control is
performied in parallel to detect pauses of peverse ranscriptase due to stable secomdary
structunss ond'er sponfancons cleavage, Unlabeled mRMA is first heated in sterile HzO o
207 for 1 min, then cooled on jce for 1 min and treated a8 described below,

DS mlification (M3, N1A)

= | pml of mEMA (per assay) is rematured by incubation at 37°C for 15 min in buffer N2
in i total volume of 15 pl.

= When probing mENA-RNALL increasing concenmmations of BNALL (1 w 250 ndd) ane
adued, and comples formation i3 carried ot an 37°C for 15 min

- 1 pl of tRRA (2 IJ-H.-'HU anmdl | pl of pure S or DMS I'rl..'xhl:,' gdiluted in ethanol a 122,
I:5 or 110 s added, and the wbes are gemily mixed. The reaction i perfonmed (na wal
volume of 20 pl ar 37°C for 5 min. The optimal chemical maoslification is usually
ablained with DMS diluted 3 110 (Figure 2]

DMS modification (N7)

= The some comditions are used as for modifications of N3C and M1A except that the
reacrion is camrbed oun for L0 min ar 37°C

= Afier ethanol Fn:-c'ipim:inn {see firsi st of ".nlnp-p:ing the reactions"), ithe [H.‘IIL'I: is
dissolvied in 10 pl of | M Tros-HCL pH 835 and 10 pl of § mg'ml sodium borohydrace
{elissnlvel i Ha extemporaneoasiyl. The reaction is dome i the alark aned onice fior 10
min, followed by cthanol precipimiion of the modified RNA.

= The RNA peller is alissalved in 10 pl of aniline {1060 @l of hidistilled aniline (Flukaj,
Gl pl acctic acid, 930 pl HAO) and incubated mt 0°C for 10 min in the dark. For further
steps, follow the “stopping the reactions™ as described below,
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CHMCT modification (K317, N1G)

= | pol of mBMA (per assay) is first ingubated a1 37°C for 10 min in buffer N3 in a total
volurme of 15 pl.

= When probing mENA-RMAIIL increasing concentrations of RMNAII {1 w 250 nM) ane
added, aml complex forraiion b4 carmied out an 37°C for 15 min

o 1 plof IRNA (2 pgpl) and 4 pl of CMCT (40 or 60 mg/iml dissolved in waler just before
use) are abkdel, and the samples are genily mixed. The modification is carried ow in a
bodal volume of 20 pl at 37°C for 10 min ag 20°C for 20 miin, The aplimal modification of
mEMNA 5 seen with CMOT ar 40 maml (Figure 2)

DEPC carbethoxylation (N7A)
1 per] of MEMA (per asgay) is Nirs fenaiured by Incubation at 37°C for 13 s i bailer

MY inatotal volume of 13 pl

*  When probing mRNA-RNAII pairings, increasing concemtrations of RNAII (1 1o
2530 nd) are adkdad, and complex formation is carmied out at 37°C for 13 min.

* Dplof IBRNA (2 pg/ul) and 4 pl of pure DEPC are sddal, and i mbes ane mixed gemly.
Thi reaction is carried owt at 37°C for 15 min (Figure 2).

Ribose acetylation with 1617

= I opmol of RMA (per assay) are renammed in buffer M4 ar 20°C for 15 min in a oqal
volums of 15 ul

= The reagent |-methyl-7-nitroisatoke (1MT) is not commareially available bt has been
chemically synihesized by Mortimer & Weeks [23]0 It undergoes rapid hvidrolysis in
buffer such thut the reaction is complete ufter 70 5. Therefore. this reagent should be
stored in @ dessicutor ut 4°C. IMT must be diloted with anhvidrous DMSO to obtain bn
S0 mM solution so that the reagent remeains stuble amd can be stored wi 20°C in a
dessicatar,

= The sample is splitted into twa tubes (9 pl cachh | pl of 30 mM IM7 is added to one
tube, and 1 pl of DMS0 is sdded 10 the other b (imcubation control), The mibes arne
mixed gently, and the resction is perfommed at 37°C for 70 sec,

* The optimal concentration of 137 can vary with BNA length, Thas, it is recommended 1o
determing the concentmtion dependence manging from 2 o 20mM, with ihe typical
oplimun concenmration being & mM. No quenching swep s required.

187 |Page



Annexes

Ribose acetylation with benzavl evanide

= pmel of BMA (per assay) are renatured in buffer M4 at 20°C for 15 min in a total
vl of 20 pl.

*  Benzoyl cyanide solution should be freshly prepared for each experiment, BzON is
dizsalviad in DAS0 o obiain a 10x (400 mMd) siock seluton,

@ 2l of A0 Mg BeCM, and the bt i maxed gently. The feadction is perfrmied a0 37°C
for 1 sec or an 2050 for 3 sec. 5 pl of DMSE0 is added oo the control sample instead of
BzCM, Ax for IMT, it is also recommbended 10 determine the concentration depemlence
ranging from [0 o 50 mM final concenration of BaCN, with the typkcal oprimum
concentration bedng 40 mM. No quenching reaction is reguired [36].

Stopping the reactlons

All of the reactions are stoppsed by ethanol precipitation of the RNA.

= 50plof 0.3 M sodium acetane pH 6, and 250 pl of cold ethanal are addad 1o cach samiple.
For RMA-protein footprinting experimanits, the protein is removed by phenol extraction.
The samiples ane then mixed, placed in a dry-lee’ahanol bath for 15 min, and cenirifuged
{1 30900 w1 CHOHDREH by o 4°C fior 13 mim.

= The supematants are removed caretully (withour touching the pellet), and 200 ul of cold
&% vthanol is added to cach pellet. The samples are contrifged (13,000 mpm at 4°C for
5 min), and the supematanis are removed with the same caation. This step is repeared
one.

= The pellets are vacuum-dried (not more than 5 minp amd disselved in 4 gl of sterile HaOe

A5, Primer extenslon analysls

Primer extension with reverse iranscriptase wis originally developed to probe the suciure of
ribosomal RiMAs [62]. Reverse manscripiase siops s incorporation of JdNTPs an the residue
preceding a cleavage or a modification st o Watson=-Crick position. While carbethoxylation of
ALNTY by DEPC is sufficient o stop reverse transcripiase, subsequent mesiment is necessary
tn imelace cleavage at G T after DMS modification (Tahle 1)

The lengih of the primer varies, but 12 o 18 mucleotides rypically provide sufficient
specificity, even if the primers ane used on o miciere of RMAs. For long RNA<, primers ane
selected every 200 nucleotides due o pel resolution limits. To obain efficient hybridization,
pilot assays should be performsed proviously o define the ideal concentration of the RNA, the
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chaice of the primer sequence, and the hybridization conditions 10 have an efficient primer
extension,

In most of the cases, ~P-labeled DNA probes are used for primer extension followed by
separation of the labeled cDMNA fragments on a denawring polyacrylamibde gel. The
expurimental condidons are glven below. As an alermarlve approach, 5°-flsoteseemtly labelid
DA primers have dlso been bl fof primer exXtendion, and e generated cDNA fragieils
have been fractionansd using capillary electrophoresis and a classical DNA sequencing
apparsius, For these experiments, o leas three DNA primers labeled with a different
fluorophore are required. Henee, the comtrol, cxperimenial aml sequencing reactions can be
loaded on the same capillary gel. Detailed prosocols have been published previously [35, 36].

Hyhridization

o 1 pl of 3 end “P-labeled DNA primer (around 100000 cpm) is added w the 4 pl of
modified mRNA (1 o 5 pmol), The samples are then heated a1 90°C for 1 min and quickly
cooled on ice. Annealing of the primer can alsoe be done by incubating ibe reaction at 63°C
for 5 min and then quickly placing it on kee for | min,

= | plof 5x RTB buffer is sbled amd the samples are incubated for 200min at 27,

Primer extension

= The reaction is carried out in a tocal volums of 15 pl 2 pl of RTE 3x. 2 pl of JNTF mix
2.5 mM of cach INTP) 4 ul sterile HD, 1 pl of AMY RT (2 Wil freshly difwted in
sterile HaO) are added o the hybridization mix. Primwr exiension is done at 37°C for 30
min,

= To improve the resolution of ihe gels, the RNA templabe is Jesmoyed by alkaline
treatment. Just after primer extension, 20 pl of the buffer containing 50 mM Tris-HC1
pH 7.5, 7.3 mM EDTA. 0.5% SDS. and 5.5 pl of 3 M KOH is added. The samples ane
incuhatid at S0°C for 3 min amd then @l 37°C for a8 least 1 h

*  tplof 3 M acetc acid, 100 pl 03 M sodrm acetate pPH & and 300 pl of cold ethanol ane
addid to all samples, The samples are then mixed, placed in a dry-ice’ethanol bath for
12 man, andl centribuged | 15000 rpm{ PR g oot 470 tor 12 man.

*  The supermstants are corefully removed, and the pellets are washed fwice with 200 pl of
cold #0%% cthanol. Afier cemmitugaion (13000 rpm an 4°C for 5 mink the supcmacanis
are remaved, and the eid-labeled DNA fragments ane dissalved in 6 pl of DNA loading
buffer.
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4. Commentary
4.1, Critical parameters

RMNA preparation

The BRNA & wually synthesined by (o vifre inscriplion using T7 BENA palynicrase,
therefone, e 3° or 57 end of the RNA might be heterogencous, The incorporation of
riboarymie an the 5° and 3° end of the wanscripies is one solution o generate imogemons enals
[68]. Furbermore, several abortive ramscription products might aceumalate, Too obiain
homogenous REA molecules, the methosl of choice remains frectonation of the manscript by
elecirophoresis on a denauring polyacrylamide-urea gel. For long BNA molecules, cleciro-

elution mi‘h1 'I1.t||1 io mcrease the eluiton -,:I'Iil;i::m;:,'.

Hmng:utmu RMA conformation

During purificarion, the RNA can be pamially Jdenammed, it is thus essendal o design
TENANIratsen [rrmucnls o have a ":\nn:l'nrm;l'innplly“ hmrrbuicmrnu: BERA [m-pul:uim‘l. anml o best
whether this conformation is biokegically relevann (enzymanie scovity for nbozyme, efficient
ligand binding). Altermative RMA conformations may co-cxist and can be revenled by the
simultaneows presence of specific single-simanded and  double-stranded  cleavages or
meklifications at the same position. [F the confarmers have different dlectmophoretic mobilities
on a narve polyvacrylamide gel, chemical probing can be used io distinguish chem. Adfier
chemical mmilificadion, the cosexisiing strmciunes are sepambed on a native polyacrylamide

gel, anal the modificanion sites for cach conformer are identified by primer extension [&%].

Chemical and enzymatic probing in vitre

* The chemical reactions and ENase T1 hydralysis can be conducted under a variely of
experimenial conditions. For instance, the influence of divalent ion {such as magnesium)
can b lested on the folding of the RMA, and by varying the temperaiune {between 4°C
and HPCY ome can follow thermal transitions of the RNA [T0]. 1t is essential to adup
maslilications and the enzymalic hydrolysis for each comlition to have less than ane vl
or modifivation per molecule die., more thun 80% of the BMA should not be modified or
cleaved), For example, for DMS modification, the rewciion i carried out a1 4°C For 20
min in the presence of | pl of DMS whereas an 50°C, the reaction is carried out for 5 min
will 1 gel of DMS dilueed 1016,
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RMade cleavages can induce conformalional reasrangements thal are potentially able 1o
provide new targets for secomlary cleavages, These secondary cleavages oocur when the
reaction is woo srong, but they ane also of weak inpensity and are nst reproducibly found
in all experiments, These cleavages can be distinguished from primary cuts by comparing
the Biyadrolysls patperns obtaived from 3 or 3° wid-labeled RMA,

RENae V1 hiydrolysis gefierales RNA fragments with a 3 OH group in contrast o
alkcaline rrearment. Therefore, 5' end-labeled fragments generaved by alkaline meatmen
will migrate faster than RMase Vi-reated fragments, Meanwhile, 37 end-labeled
fragments generated by BEMase V1 owill migrate faster thar those imbuced by alkaline
ereaten. This difference is only observed for the shoftest RNA fragms,

Appropriate incubation controls are required o ibenrify cleavages that are indueed Juring
the icwhation Meatment, of during pauses of feverse ranscriptase Jduv o stable secondary
smucine or cleavages. Mucleotisdes for which strong bamds are visible in the comrol
lames are nol considered in e interpretation. For primer extension of simsciured RNAS,
SuperScript 11 reverse ranscriptase (Invitregen, ref. 180850-003) can be wsed for primer
exmension as the eneyme is soll active at 35°C [36].

Euch experiment should be repeuted several times, il only the reproducible cleuvages
and msdilivations shaulad e consldered Inibe inerprecation.

Footprinting ussays. These experiments should be done in the presence of increasing
concentrutions of the Hgamd (Figure 1) Lead{lFimduced cheavages, hydrosyd radicals,
and IM7 or BeCN are appropriate probes o map liganad binding sites due tobeir small
size amd the foct that they are less sensitive to the BRMA structure, In-line probing is
perhaps less approprate for protein fooiprinting as e ime of incubation is quite long,
Chemicals such as DEPC react strongly with proteins; therefore, it is important to avaid
such compounds for footprinting assavs, The results should be interpreted with cane as
decreased neactivity does not necessarily result from a direct shichling effect bat could be
dise to steric hindrance elTect (paricularly observed with the bulky RNases) or a
conformational change in the RNA.

Faor the acylation of ribodes, only NMIA aml B2CN are commercially available (Sigma),
D ta its short resction time, BeON is panticularly appropriste to shudy the RMNA folding
process, For NMILA, detailed prodocols have alfeady been described [22, 26], 1 gl of
PIMALA (3, 65 amd 140 mb diszolved in DMS0) iz added 109 pl of Buller N4 comaining
I psil of renamunal RNA. An incubation conrsl s performed in the presence of DMS0.
The samples are then mixed and incubate a1 37°C for 45 min,
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4.1 Troubleshuating

*  Compression of bands due o gable secondary smuciare (in gencral rich in G- base
pairs): The end-labeled RNA samples can be heated al 90°C for 3 min before gel loading.
Thie alkalime [sdader and the EMase T1 [akler, however, should never by heated.

& Tos many bamds in e meubation contrals of eml-labeled RNA; Thiz problein is likely
due i BMase comaminaiion. The ENA should be purificd again on a Jenaruring
polyvacrylamide-urea gel, aml mew sterile bulTers shoukl be prepansl.

+  Radiolysis of end-labelad BNAs can also be a source of nolse, panicularly for in-line
probing. The emd-labeled RNA must Be kept in waler with an acivity below
200004} cpmpl. 1n is somictimics better o make a rapid elution of the end-labelal BMA
fromy the gel (several hours a1 4°C) amd w s1ore the gel a0 -200C for funther chitbon.

= Appregation of cDMNA fragments in the gel pockets: Only fragments of small sizes can be
visualized, and the data cannot be aken ing account, Degradation of the BNA wemplate
after primer cxbension prevenis these anifacts of gel electrophoresis migration.

= Samples Jo not migrate comectly Juring elecirophoresis: This complication s probably
due o the presence of salt. Several washing steps with §0%% cthanel should be added o
the: end af the procedure,

= Mo full-length BMA after modification or enzymiatic hydrobysis: The comditions shoubd be
by mbaptesl by reducing the amount of probe o obtain more than $0% unmodified BXA
mecleculbes.

= Wery weak signals for modifications or cleavages although an intense full-bength prosdac
is observed: This problem reflects insufficient modification or hydrolysis. It is alvays
useful to Jeterming the concentration dependence of the probes to use optimal conditions
for probing. The preparation of the probe (enzymes and chemicals) must be done just
prior to the experiments. For the enzymes, they must be Jiluted in a buffer. and for the
chemicals (DMS, DEPC, IM7 and BeCM), padticular storage conditions must be taken
IO COonsideraton.

= Absence of a signal after prmer extension: It is likely that the nssdified BNA did not
precipiiaie effickently. As the KMNA s not labeled, pamicular coution should be faken io
prevent loss of the pellet afier precipitation, The conceniration of the RNA can also be
increased (2 e 3 pmol per assay). Another explanation could be the quality of the reverse
ranscriplase, which is sensitive 1o both MpCl concentration (3 mbd a5 the optimal
concentratbon) and freczing. Oprimal combitons for primer bybeidizaion should b
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extablished in a series of pilal experiments, The optimal temperature for annealing varies
from BENA to ENA, depending on the G+C content, the propensity of the BNA 10 form
secondary smuciure, and the length of the primer.

s Mo proper extersion of weak hamds in the sequencing lanes: The concentralion of the
AdNTF and the rato of dANTPANTE shoeld be adjusied.

«  To maintain bigh reselution of the gels, acndantide, urea solutions, and particulasly
ammonium persulfae should be freshly prepared.
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Figures and table

Figure 1: Enzgymatic probing of Stapliplococens aurens por mMRENA (A) and the } end
domain of RNALL {B). (A) BXase T1 hydrobysis performed on 5 emd-labelad ror mEXA
either fiee (=} of in the presence of increasing concenirations of RNAND {1, 10, 50, 1040,
230 nM ) The concenraton of RMNase T1 was 0.2 U per assay. Lanes Cl, C2: incubation
cantrels of rot MEMA alone (C1)amd inihe presence of RNAID (C2). Lanes T1, L) RNase T1
umder denamring conditions (T1) and alkaline ladder (L), Changes induced by ror mENA
binding are shown by bars on the auosadiograph. (B) RNase T1 cuts are shown on the
secombary stucture modsl of the regulatory region of rod mREMA: medivm cat, black armow;
weak cut, dashed arrow. Protections induced by RMAI binding are shown as black circles.
50¢ is for Shine-Dralgamo sequence. () BNase T2 and BNase V1 hydrolysis perfornicd on
thi 37 eml domain of RNAL labelad o s 3° end fhee () or bound o rof mBNA al a
concentration of 1, 10, 30, 100, or 230 nbd. EXNase T2 (0004 Uy EMNase VI (0,00 L) Samee
legend s used as above. Bars on i awloradiograph represent changes induced by RNALI
binding. () Secomlary structure of the 3" end Jdomain of RMAIL BMNase T2, black and
dashed arrows for medium and weak cleavages, respectively. BNase VI, black and empiy
arrowheamls for sirong and medium cleavages, respectively. The resulis were derived from
Baodsser cr al [45). Mucleotldes shown im red In the eof mMENA and ENAIID aw
complemeniary aml form leop=loop interactions between the hairpin loop 14 of RMATI and
Bairpim Towp 11 of re ansd Daobwoeonn e laingan loop 13 of REAT aml (e apical loop 1ol res

Figure Zi Chemical probing of Srapfylococcns aureas cor mENA free or Downd (o
RMAIL (A} Primer extension performid on cog mENA maodifeed by DMS and CMCT, The
mRMNA was vither fooe (T) or bound (o wild type BNALL (WT) or various RMNAI derivatives
carrving deletions of hairpin 7 (A7), hairpin 13 {AL3) or hairpin 14 (Al4), Lanes CI, C2:
InCubaren conmels of the coa MBNA cither fnee (1) o bound e RNALNT (C2). Lana G, A
U, O DINA sequencing ladders. Experimental details ane given in the fext, iB) A summary of
e data are shown on the secondary eruciure of the coa MRNAL elrched nuclvotldee ane
reactive 1oward DMS (NIA==NIC) and CMOT (NAU==NIG) modilications, while hlack
and dashed lines show maderare and low reactivity, repectively, The eifecs of RMAITI
himaling: projeciions (black armows) and enhanced reactivity (star) are shown, A schematic
view of the secondary soucirne of RMALI iz given with bairping 7_amd 15 highlighred. The
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position of the primer use for Feverse RRSCriplion s complementary o nucleatides A99
through Al 6. The encymatic cleavages are specified, For BNase T2, sirong cuts are shown
with black arrows, amd medium cus ane shown with dashed amows. For RNase W1, medim
and weak culs are shown with black and empry amowheads, respectively. The concemilant
presence of RMage V1 cus i habrpin 1 and the reactivity of several bases ar one Watson-
Crick posilion suggests thal altermative srictisfe might oceur. Nucleolides in fed i the coa
mBEMN& are complementary 10 owe domains of RNALL hairpin 13 of ENAL binds w the 3°
untranslated fegion of the mEMA, including the Shine-Dalgamo (S0 sequence, while lairpin
7 forms a loop-loop interaction with hairpin leop W1 of the con MEMNA. These data were
dertved fram Chevalier et al. [T1]. It is warth notng tat on ibe auteradiograph showing the
DS modifications, there are feweer labeled cDMA prosbucts in the lane comespombing to the
free MENA (T) compared o e other lane. The modificaeen levels are expecbed o be
identical 1o chose found in Lame 03,
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Romilly C., Lays C., Lioliou E., Boisset S., Vandenesch F. Geissmann T. & Romby P.
, in

preparation.

Romilly C., Chevalier C., Lioliou E., Masquida B., Marzi S., Westhof E. and Romby P.

, Submitted.

Romilly C., Caldelari I., Parmentier D., Lioliou E., Romby P. and Fechter P. (2012)
RNA
biology 9:4; 1-12

Abstract : Staphylococcus aureus is one of the major human pathogens, which causes
numerous community-associated and hospital-acquired infections. The regulation of the
expression of numerous virulence factors is coordinated by complex interplays between two
component systems, transcriptional regulatory proteins, and regulatory RNAs. Recent
studies have identified numerous novel RNAs comprising cis-acting regulatory RNAs,
antisense RNAs, small non coding RNAs and small mRNAs encoding peptides. We present
here several examples of RNAs regulating S. aureus pathogenicity and describe various
aspects of antisense regulation.

Lioliou E., Romilly C., Geissmann T., Vandenesch F., Romby P. (2011)
in " Bacterial
regulation network , Horizon Scientific Press, Norwich UK, (ed. A. Filloux, UK).

Abstract : Many pathogenic bacteria cause serious diseases in humans, animals, and plants.
Due tothe appearance of resistance to multiple antibiotics, it has become important to fully
understand the regulatory networks that lead to the production of virulence factors that
help the bacteria combat the host defense machinery, acquire nutrients, and survive and/or
proliferate within the host. In recent years, complex interplays between transcriptional
regulatory proteins, two-component systems, and regulatory RNAs have been described,
establishing the gene expression patterns in pathogenic bacteria. In this review, several
examples will illustrate the diversity of regulatory RNAs and how they are integrated into the
regulatory circuits required for virulence gene expression, with special emphasis on the
mechanisms of regulation at the molecular level.
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Caldelari 1., Fechter P., Lioliou E., Romilly C., Chevalier C., Gaspin C. & Romby P. (2011)
In “Regulatory RNAs in
prokaryotes” (eds, Edited by A. Marchfelder and W. Hess), Wiley Verlag, Wien and New York.

This review provides a summary of the newly identified ncRNAs and gives an overview of the
functions they regulate. A particular focus is make on RNAs that are involved in the
regulation of metabolism, stress response, DNA maintenance, defense mechanisms against
foreign DNA, and virulence. This review also gives a view of regulatory elements acting in cis
that are predict in S. aureus, such like riboswtich and T-boxes

Lioliou E., Romilly C., Romby P. & Fechter P. (2010).
N Biotechnol. 31, 222-235.

Abstract : Bacteria use various means of RNA-mediated gene regulation. Regulatory RNAs
include mRNA leaders that affect expression in cis or in trans, non-coding RNAs that trap
regulatory proteins or interact with one or multiple target mRNAs, and RNAs that protect
the bacteria against foreign and invasive DNA. The aim of this review is to outline the basic
principles of bacterial RNA-mediated regulation, with a special focus on both cis-acting
regulatory regions of mRNAs and antisense RNAs (asRNAs), and to give a brief overview of
selected examples of RNA-based technology that have paved the way for biotechnological
applications.

Chevalier C., Boisset S. Romilly C., Masquida B., Fechter P., Geissmann T., Vandenesch F. &
Romby P. (2010).
. PLoS Pathog 6, €1000809.

Abstract : Staphylococcus aureus RNAIll is the intracellular effector of the quorum sensing
system that temporally controls a large number of virulence factors including exoproteins
and cell-wall-associated proteins. Staphylocoagulase is one major virulence factor, which
promotes clotting of human plasma. Like the major cell surface protein A, the expression of
staphylocoagulase is strongly repressed by the quorum sensing system at the post-
exponential growth phase. Here we used a combination of approaches in vivo and in vitro to
analyze the mechanism used by RNAIII to regulate the expression of staphylocoagulase. Our
data show that RNAIIl represses the synthesis of the protein through a direct binding with
the mRNA. Structure mapping shows that two distant regions of RNAIIl interact with coa
mRNA and that the mRNA harbors a conserved signature as found in other RNAIlI-target
mRNAs. The resulting complex is composed of an imperfect duplex masking the Shine-
Dalgarno sequence of coa mRNA and of a loop-loop interaction occurring downstream in the
coding region. The imperfect duplex is sufficient to prevent the formation of the ribosomal
initiation complex and to repress the expression of a reporter gene in vivo. In addition, the
double-strand-specific endoribonuclease 1l cleaves the two regions of the mRNA bound to
RNAIII that may contribute to the degradation of the repressed mRNA. This study validates
another direct target of RNAIIIl that plays a role in virulence. It also illustrates the diversity of
RNAIII-mRNA topologies and how these multiple RNAIII-mRNA interactions would mediate
virulence regulation.
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Staphylococcus aureus RNAI Binds to Two Distant
Regions of coa mRNA to Arrest Translation and Promote
mRNA Degradation

Clément Chevalier', Sandrine Beisset’, Cédric Romilly', Benoit Masquida', Pierre Fechier', Thomas
Geissmann’, Frangois Vandenesch™, Pascale Romby'®
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R W (Fop 280 Cansamitanily, mercased KM VI cleaviges
wiar alwerve] o pesiticns 45145 aail B AR theee data aar dus
aonssem with the kemaion of a BENARFmENA deplex tha
sipiesered de RS of v mlNA (Fig B IhII i) IIII:|'\l--:l
il P eafneceln e fegionm ol 13 e
an mirmmal lop and 3 bulged sdeniee 21 "I". 1 HE
Unegpecwdly, we aba Sad 3 woomad RN baidmg aie
resanioied] aothe apacal oo 18 of v mBXA (Fig. T8 Rinding of
HNNIE pedhsred consblerably the BXas T cums o G997 sl

oL

‘_ﬁ: FLob Palbogen | weew Boepatiogers oy

gl moaldic ahivas of the maslestides UGTMEATSH meduiind by the
chemical (Fig. 28, Ei. Coacomitarady, ENA babng sdoced
wvrral BNme VI cwte ai poritiors '\-I:-n:l 9 (Vg 1B, Thes
chumgr werre alsaleled i e comples was Bnmed between o
BRNA anl de RNATD deloicd of labpac 7 s % (Fig. 20
Furthesmore, e mBNA bisshing o RNAID redeced sqnificasily
che racrwy of ihe sucleotide CUCANT toard IS in the
apecal losp T oof KXNAIDL These daw are uresgiiened by the
seEenice com{ementnes bevween the apical loap 11 of s
2ENA sl ik ksagin bop 7 of ENAID sd wppai ihe
exitence of a kop-loop imerscios Fig 1, B This sieractaon i,
Bemwever, upsngly dependent on die foamation of 1l Eperen
huphes broaiss: the sramary rhamllhrl'uqm b L o st
mRNA wear sgniicasly i W
pevianmed wih RNAID-A05 (Fig 20 ?-Hr-'uln mislelmg of the
HXA ieteraction betweeni the pao beofs i an ki
cofilmiein dackeg rem de 5 sl of e hedin 101 off oo s,
ehavugh the koop-loop mirnuadeoule beli o the kel ol the
Eomrpan 7 of RN The oan commectng loops of dhree and twa
wiidbestidks brakipe the grossyes of the penly foamed helis (Fig. B0

Alegeler, the dats bt thar e rRNA-RNADD comiples &
cattipied of 4 lopartids dir, which srglin ihe Grmalich o &
enpurdet dupbes amad 3 boopebop mieracson

The nbosome binding sha of coo mANA is the majer
reconinan ste for ANAN

The commdumion of he pen bimding s towand comple
Frmidzn wn hetkes evabaaal Iy g shell seass. Each
rxperament has boen reprodhcrd four dmen o e beled cor
wBNA wae (v inchared web meoreasing cowenaraens of
RNAIR & s varsass (RNAIE-S10, RNATIEAT-9, sl ok 5
o] a1 37700 R 15 s (Fag. AN Thin cxgeermsent ot thal
o R Barals i ANAIL ar s 5 doman with s K valee ol
arated VoM, The deleion of fairpisa 7 oo 9 m RNATD Bad
arly @ pwabekd eflen o the descianon cenia (eani 25 sA),
while the deletion of hanpin 13 12 RENATD sread sapnificasily
the K value by car order of sagmitude (ascund 150 nkl).

The mmad vae of wild oype RNAID hisahing 4o 5 end-labelsd
oo MmN won estimaned from a wme-oourss analyss and peulisd
i an acoclaieos e coretn of LIx00" M7 57 (e 4L
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enhangementy and reew Fhisse W deavage ate seprevenied by aptersks, 1) Secondary inahse madel of fhe FMAI a0 miNA comglen shawing
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Figure 4. AMAIN Bindy eMclenkly fo rod mIRA w eden, |8 Defermenstion of P sppasnd dosscstion cormdart b BRARHe mlld camples
5" anl Rawirbedl ool RN Wl D babid ks (| B0 with witani s comoerITaliann of unlibie k] vl Tepe RMAIL the 1° damain, FARLAT & and
EHABATE Y, 8 B2 0 50, 100, 300, s 190 ndd] Thee Practioe: of abesbed oo milHA st wish MR or it chasivalives. wans Caloalafied from the
il o e i ponohag b lstien B Dhe RaLsl cats B the Lase. Thie Kd vabed v etreabed & Uhe comonstiation of AHAT Bowiedg 505 &
il mEA teedineg [ Bindeg rale conalan] e e FMAR oo mEHA oo pleee as delermines] from Fies indeperdesl sapeimenti, b -fnd-
Ribsrlen] coa P BRA 000 A] wat inDabatid with iedaleled AHAD (00 abf] RMAEL AT [0 sl wd ERARLA1D (30 el ot 37 Alapids seie
wiEhdear o winaey i from 0 fo 550 se] The peoslage of lee coa miME s pletied & & Fenction o fime fo eitimate Bhe apodabon 1gle

Ll g e b [85] T vl bad e Biackeg
b0 M " RAE-AT, ad L 1 W T AT
o 1000 371 | et HOEREHD gl

Samilar values were obwerved far thaee oiber KNAIEL-mBSA, (e
ST, ) varget oompplenes [T These dan isdicare that the

Fa CORSLIETLL b e e of hvee idepesdenl daperesenm | 1107 B!

" IRMARY

cangatisn hyhrkard in the bag haopm bop 0L However, the
RSAIE-AHIE T enemed mo inkdbaory effeo on mbsossms hailag,

comples ae rapuly I as ol l B I hily
complrmeratary atmemeiagrt RNA soicmas [15,16]. We den
mvesigated whetber debesion of hairpin ¥ or haimpin 13 of RXAIL
mvolved wn e bneding woadd alfon basdmg e (Fig. 48 The
Binding rair ¢ oot Fos thre seutam RNADLAT Svor RN pas
wan whwiwal o the wild hpe complex BIax1n" M
Horweyer, foa vhie mmtamn BNATT-A D Svas mBENA pair, the vakie
wa sdgnibcantly decreased by oone onder of magnmsde Bewer
(LEw e Tyt Thewe cxprrinrnt sromghy aggpeil Sl imiial
g dord ihe hampn 13 of RNADD sl i dhin mciil
qodere wahds banding e o mENA

RHAN Bindirg to cod mANA mereres with the
formaton of the initation omplex

Fince BNAD linds 10 1he 5D squence of oo mENA, wr
analyeed whether ENALN hisdag & wlBsicnd o prevenm the
fermadsn ol the tamary isdiiation complex ormed wah the £
v TS sifaindl, iratialor !:'ﬁ.*.u-..ll'llld mENA Fonmation
ol the rernary comples, which Mocked e clonganion of a (O3
preser by eeverss ramripias, praduced o wepoing o LT ASD,
15 mrackeatides dhownatream of dhe inidsn cadan (J17]; Fig. 50
lmigimghy. & seoomil sepaim resilig fom nhaeome Tinding
wih ks obveerved at A1 nhs weak weprnn s s deecsd with
the E ool rbumarmal 35 auburat frossk ol shown). Binding ol
XA, RNANE-A?-T debeed of haipima 7 56 5, or RAAIL-
Al Eldeisd of hawpss 4] arengly deacassd the o lepinl
sgnaki. This meboare it e pegulasry RN weally Beks
sooww al the nhosare a1 ihe RBS uir of cow mRANA The
mhbizion waa observed wheher the RNAI-mBXA comples was
ko or KNARTD was added ogeder with the 505 sahamn
Mg AL Thie shidws that e resuling mlulsony csmples b
ragidly Eonmed and mfficienily siahle g2 prevent the breados of
e rbcnomal mitimion comples. Lling thin sy, we weer wo)
ahle 10 amadvae the comnbtion of the leopebop meearaction in the
whistion of nhsone bawhng Pecaiiie e pamier ied Fol

‘_ﬁ: FLob Palbogen | weew Boepatiogers oy

howing st the speoais BN -aiokated inkil off rill
Eindng ta cva mBNA resdied mairdy fram the squairation of ihe
KBS by the hairpin 15 of RXAR [P 55

ANase |1l cheaves the twa distant mEkA-RNAT
EEFACHONE i Wir

Ax BN T & eequined for clliciens repuession o mo Fig 1),
we anuhceed wheiler this cunane can cleawe the comglde i e,
W have chown previsudy that deavage asayve by RNae [ can
B o el od bor peobasg e e BXARNY cormplexes [18].
The RNaw Idepiident deavages weie poobeed o the el
Lk bra] BN a el as oo ihe natie RS AN oo BN careqilex
weng a prded Hiviagged WNaw 1] Som 8 ssen Vg, 5B-O0
Lhah weak B¥awe [0 clesvages were aleerved @ the doee oo
BRENA Whes e 5 cnablaleled mENA was iscutonad wah
RMAI, foer magar clravagm ocosmed ab poticos 51, 4 39,
and 07 m dee wlRNA Fig 5B-03) Bonding of v mlBNA milucrd 2
H¥ase Misdepemdens desvape a1 T2 of e Libeled RXAIR
(el mon sk, This, the vwo pegeois of Iybislesinon weee
mnerpithle ts RMas 10 clravagos

Lling masaied verons of RN and she sebited hairpes 7
ar the 1 doawasn, we werr abide 1o ssagn the pannen svokeed o
e RXNAIEmENA complen. Indesl, the haiipin 7 only mdiced a
sppecli BNwe Hlalenagy o posstion 97 of the mBNA, while the
Eomrpan 11 hinchiag promated magor deavages @ poaioas 12, H,
ared 5% ol e R NA Fig B0 Fardeimnie, the oomjpdes. Femied
Bevwreni RNAIEAT-9 and o sRNA win cleaved ellioently by
RNase 10 ai posiicas 32, 3, and 39 of e mRNA (Fag 5B
Caamversely, caly ane BNaw [1l-medused degage wan devevesd 31
posnan 97 ol o mENA Boand 10 KNAIFALS or e a7
(Feig. SB-00 Thake i beanvige was, Towever, weaker team 1he dieavage
Faurd = ihe wild ivpe complex. Thew egermmenis careraie well
with the prebing daia dowing that the boap-leop mirraction &
stahilized by e daples [nmmed hewween the KRS of e mENY
el thie b 13 ol BENAIIL [s e ivegulas degdes, BNase 101
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HHMEIHPHTMIMH“H!HM'HHMM Lanes |, 1 noabamon condroly o ee BA oF A Downd o AN, respeiaely

Ranes U, B d

i on cax mEMA G| Blee @

ol 5 -erad labsled coa mERA, sone fare 1) or in the

mﬂmﬂmdhﬂmmm&? F AT, RHAE- A0 30 5], AR AN LA ke 4, 15 nY v 5., 58 n0 lese A 1EE i1 Lanes

1. ® ireukabon costroly on free coe mAMA ar bound to G,

. Lanes T1, L Ahisoe 1 and alicsl fy. 001 WM W

Lackien,

mmnrs'-md-mummmmmsmmmmnmmmmmmmmumr doruain of BN [3° Camd,
ard S harpis T of RHAN 7). Lares T1, L BMaie T1 and aleshng lsdden, sewpedieely.

a1 0 VI poiinal Bt TO0E ghds

qlewves oily [Pem e mANA aide, wheres de e mdiges
eleavaipes om Teth drands of the loogrleop inkeration kading b
i closical two eboinks Y oveilsase. Taken oogribion, ikes
daba Bally wapport the chemical sl ceaymaix probmg dhaowi

Byl of REAIN vanes myerechy with thar of o mBXA (|8 In
addition, @ wai dowa thal tbe coagulie cxparsasn Wi both
ey sml prgamcly conirolied by oan g deprasbenl

sarcham A d g clement wsshied o3 evlatne

than the hawpin 15 of RAMIE binds 10 the RES of o mBNA
while the halrpim beop 7 Gomms Bmoed bass painings with the
ol wqueiioe, The dats finber welscare tha the lospeleop
mirraction sdophi 2 topolane the & apprograie foe elfiaeni
R¥ase 11 hindieg and catabyes | 18]

Disgussion

5 aweva prodiices a Lage vanery of vinabende Toours dhan ape
wonpeared for ihe aucermlful colommaiion of the kot sl et canfer
o the hacieras the sledity 1o comniersc te anrmne delemse noicm
ol dhe Bani [1] Amoag deese viubeee Gotery, saphyloona pulas
sy actnas protmombe. ndecing e formation of a Ghen
dlot arsurel the hacienal eell [19] Coatmg il Busveaia sl hiol
profeun oonirlades o hideg e Bacieru fos the s
ovetern. and fram phagnoyteas. The et of coagpuiber wa
ahvotats v Fodbess 2 vermporad regulamon, o do several adbesns aesd
awlace proteme thar sre expaess] earber dwa the searewsd
cmyEcs, pnmnolonim, Al oyl [1] Faslermaire, oo
wase lwlong o the rarh exqurossed virkenee facions ush o
predem A, e Shinogrn-handing pretein SA I, and the S
ke protein SATREE, whidh were foumd 10 be peparmnal by the
o eeianig=coniselled RMXADL Digiog (he growik ode, the

‘_ﬁ: FLob Palbogen | weew Boepatiogers oy

dlevanian af the s mENA level @ ahe canly exponential phes
of gresath Ballwed by o deeng deoredor of the B NA bevel ai the
prstcapoerniul phase of gowth [ 1Y We desnestiote keee 1hal
cher ggrcbrprndent represgen offect on e BN omaa pankahly
el wesuht of @ divect Birding of RNAI 10 o mBNA

We shirw thal RNAID @ conjummon with BXaw [ s
required 1o Dully repress Bhe vpntleesis of daphylocoagele al the
wisfisnary phase of grewth [Fig. 6] The primary cffeci of
REAN wonld te 10 prevess wanslaion ingision ssbsequemly
Fodleswed by tler BXawe [l-dependemm cleavage of e pepicnsd
ERMNA. Sme we Jave peevioinly shetwn tal FMase 10 Bk
ellicanily w RNAIL we popss kel RNADIskgpeedeni
eraralation grpreaton and BNase I cleavage are csupled
Heieoe, thiewr daa, vogeiled wall picvisdie woiks, e Sl
RAARD sepreies the dytithiens of coagulase, proten &, S41000,
SATEE, and Rai by 2 smilar gurch [R0-12]. [ addiia
probang e eaRNA siraoear dso shasws S ror mIENA adope
a wvery umiar vaomral ofganizatom oo ge and 581
ERNA (Pig. 5], The thaee mBNA have dhon ' unirardlasd
regaans, which cary a 5 harpin sinsciure with o srong 810
serquerice bwased in the apical leap (Fig, 85 In the atwence of
REARL these clememis maay confer 1o the mBN% a high
staliliy |10]. Indecd, in 8 absln, sadedizann of mENA wic
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Pail-Tiarreripsna Regulaten & cas mFrdl

ANazs I cloavage

Figuma & Schamacs wisw of BMAR mediaad reprasssn af reg midL. A45E nean mon wwﬂnhmh‘l-mrmiﬂf

kg sedUesEE e of FMAE Rirscts ismorme binding
i red, the rmBNA baget m in blck, 308 = For small rhesamal nebens,
01T i al @ pat 10008 008

shern do be & romoquene of e locking of the 57 ool by 2
aalled iraisting ribonome a8 3 S0k arquesce [20,21] or by a
aabile ¥ haipin arsoeee and a arong RRS [21]. Thereloar,
ihe coonlmaied action of RNAIN and ENoe OI woald be
weedald po wicvenildy aopres the sysilean of thew virgkenoe
Faciom a1 am apgeopeiaie fisse
t mawe Beirad g syt shwwne thiar RS AT B 1o o mulB IS aned
it oler mENA weges with & raker logh asedialien gale
danl. Ellicesd ey Iy not=cosling BN [ne BN
which st s thr trarslsines] bevel, prouies ol the RN hisds
1o rapet BN witkin 3 thon nme frame, ve befae the
Formiatimds of Wl Aabile iilosomial inmss comgdes [ 15 16]) Chr
dlaa ahie inelicalr thul 5 awess Seeelihe 16 paciean = aod erguired
far che RNANE-Seprradent represidon of o mINA & oo (g, 1L
i conmaa 1o Hoberada oob sl Slmislly npasanas noN L
which act i concesl with 1y 8o bised mRNA sanges [23.24]
Dhespiise the Gact that Dl bisds 1o KNAII [11], the clnervation
thun the deletion of b dom net exbaibs wyere pleaonypic defer
niles ot dhe diren imvakemenn of Hig in segand i RXAE-
medinied regalaniod in & e [E0.25] Instead, we paoposs thal
e strachures of ENATD sl it saRNY fasrgeds tiary comgficimale
far the nevd af 3 belper protris as dhows for antienee KN A fully
aomplemeaiary w ther arges mENAs [15,06]. We, however, de
mol Tk i et anoiber proten of KNase [0 ool conirbane v
stahilier wnilior Gaciitair dhe Barmation of ihe bybeid [11].

ik presrotes sodem b Mhlise i S0 Bhine Ddlgernal shl M oo ipeen.

cwrmiial G clfiicni & cor cpresioe asd coninbeie mly
wearkaichy; ts the slabdiny of the mhbory comepley. Beece, the
vandas sapoleges ol e peprmied RMALEmBNN conploe
deprend] Legely an ibe mRNA coniexd

The ishdiory BNAIDvor mBNA comspden abe provided
el bindng wie o dhe deuble streadapecis RNaw [IL
wikich imdiced arong deavages s de rwa seglons of e mRMA
Dol 10 RNAIDL Nowably, the cleavage sits i the keopleop
mirrachion sho occuived o1 o senides pesilisn 13 fhe wo kisang
mirraciione thai fock m thr ol mENACENALLD complen
P 5% |12]) The wpeences of vae mIXA mvaled in the loope
loop mierartons are very similar 10 w0 mBENAL diewing tha
sirelar snahees exed in varses RN epeesed mENA [Fag
8Y, Malroalar madr g of the kisang mieractan, which wok uns
accowm the chemcal and eropmane peshing data, revealed tha
ihe Joprloag miciaction imdeces o coasial dekag of the bes
mirimaleoaar Brliee T 30, The ovserall n Ty
wrralar to the KNA kopeloop areure cheamed by XMR, which
riamies the Eueramion bevaeen s amd amiberse KN
mvaked i e regpalatien of the Collil plasmid [35]. Such a
Baing helwal stvciuie sight well be appropeisie Tos the Bindig of
the bamodEmemic oy, ﬂhﬂir:h ﬂv*wmd’h hulnl;
mieraction: might abeo be 3 ecillc bndng deominan. O
mereil, il EMA win diswn 10 e completely depleted as soon
as ENADD waw joahied, and the delimn of me caisonl the

The reguors of raevaction in ENALN sead ca mEND ired
armber areciares tha s mdesd well appropma: for innal
Toopebocfp interactions. The o conierved Canich kg, 7 and 15,
of ENADD bisal to the KBS and b ike hadrpen loop 1 im the
sy wquenor of ae mENA, reeprowerly [Fig 3, 6) Thew -
rich badrpen loaps of BNAIE are sho ued o repres the ather
mRNA g, abhoagh e wgakges of e resllog shiaoy
cottipram are diferest (P 55, R.'flﬂIi.lIuﬁ.uq thaplcaes
with #e KBS of ghe and BA 0 mRNAs, while 7 i swe loop-
loop mwenaenioas wah the $UTH and the RES of sor mBONA,
respectively [[11.12], Fig. 590 Mere we show that the BXAR -
RN corephes anodves an impeekn depilee of oo stretches oF
15 haw pais I-M'-urrl b 3 hailged koo thant weurniered the RER,
and 2 laop- koo mbevactien shan wak place m the cadag region. [a
oo 1o o mRMA, mowheh the e boopeloop ik
wear rusential for woae e the wrge af the RES ol
cna Tl m waficiem by awel o promete cficient epresion &
e and 10 prevern e fmmanon #f the nbowmal ininaion
compiex (Fig 34, 6. Indesd, the losprloop inleractisn is mol

K Lot Pabogers | wenw plospabegers g

ET Lian o aa mBNA (1Y Fig. 820 Therebore, as we
posnibned previsush, KN E micht inmase raged degradanca
of et mENA, and the cleavige in the bogeloap meroien may
aba comirdric i acons io eeveral ciher rdos o cxerbomclr e
For feather degradation [Fig 61 Motahly, 31 2 snile poason, g
andl BALNKD mENA cany a losg semilosp amimire o the
oodig sequicie Bl b oabo deaved elliownilly by Klaie m
[1E,12] Fig. 5% In wldiioe, de deposun of the mRXA might
abn reasl from an silavan ol of KNALL Endeed, Rot proves
o alww b aciivabe the Wanbiplen of ga mRMA [T7]. while
HXAIR the syralisn of Kot an the pailrarsoripessal
kel [13] Thin, ithe RNARLmedsied srmrsmion of coagulas
wondd exvur a1 bach wanwrgeional and posi-rarsenpeonal levels
A A wis ot Bor gpa RN [0 23]

It b mol an escepion than KXAITD millzes comserved Condd
baope o target aimdar prgions of varkan mENA e anc
fearctisnally releed In £ fplesnass, Gol KNS apresses
trarelaang mwaon of mulipde arge mAXA by binding oo
CrAereh ool perwnl m ool dee mENM, whah cscode
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perplismic afvmaehinding prowens of ABC apake ssems for
anenie acals sm peptices [28.79). £ ook Oyall contaies a haapis
ko wails g qotveerurd ani50 # Ll b iseed] B takect the
1 srcparnon of & ket of RN [50,11], Samilaky o RNAIIL
we tevemly feund thar ather 5 awwnc wlNA carry 3 senilar
UCLE agmatine abvawd paescil i an wsjsaiied reged il
eiigh s wmpamed Coaech sl e of e BN lngahi 1o the
RBE ard reprowes the exprosdan of wveeal 2R [13]. 5 aone
wna N and the sther mBENA sargen of RYNAN coary 3 vireng
A} wvpenoe locsed moan wmpamel egien tha BoqEie
appicjmale kot the docking of e 505 sobaauil, b adse Far the
Farmaison of irslial coabacs with the Geoick boop of RNAI Fig.
8l Specdxity for o ooegulation & swinky pen by the
propagaion aof ke mmemelerslar comtans 0 fm 2 leng
impeater) dhiples unbier sabalieed by a kopeleop intetartion m
il soulisg wqurine.

In sondusos, thin uudy validates ancther direct carges o
RNAIN ot plwyn 3 role in viredonce. Cler ey Sardher sovers
than the KNARL harbers highldy ronserved regona thar provids a
sppeadi aignatere b gencrae bcis s wiil e RRS of mndiiple
:ﬂ.'\'.h amil thai e eRNA conirad et ke dopudogy of the
I L R warls wwmng on E of sl £
nipkersaimin ahw than pegulbwory RNA dhon saper mBENA
repilate grie expaesisn thesiigh a vanery of sl medsslins
ared Tand 1o mENA roghein Brated [af away [rom the piloome
binding e in the 5'U7TR [3Y, in the coding sequence [H,35],
and i the ' end [56]. Whether £ o has aleo evelved weh a
diversing of BN A-depenidant regubaory mie hanrs e 1o be
adbliminll

Materials and Methods

Straing and plasmids.

S awmi RS0 or LUG 16T derrors from 83250 In WAIDD
and LUGIAST (Amalll, dhe IS apen o debessd sl roplaced by
thee ¢ iboramppieniioe] Warbsoeryhioe grae () [57]. LUGT T and
LLTCEAN | asaien degroe Dromn BNETH0, owhich o and A% geaies,
respreiinrhy, Bave born acplaced by i geae [11]. Staplndacscn
wear graum either oa B3 agar plaes (1% pepiose, (5% yean
extrant, 1% gheooe, 5% Nall & 1% K HPOy) or i braa-
Teaan infuseon (BHE with enyshromycns (3 g ml) when appros
prisie. RXAI sl it variants weee oxuread e Siabil
avvnry WAMN] wah plasmid pEI% see Tabde 1)

Lonsteuction of translation fusiors and fgalaciopdase
MaEEUNSenTE

Veanalanon liswers weee oonanated wah plasmd plAYGR0
derrative of PITAE, & lewoops-aumher promoterdes bl
wrater (Table 1) The 57 coud of ghe con mANA was find dricrmised
by ragas Ianfﬂ'wabndrmrnrhlﬁﬂﬂ-lunmh Ferui
Chawe BLM-BEME bn nllowing the sompony’s prosared
(Aamiion). The whole leader peghon of s mHNA indiding 126
ool ik codug e, was cloned dowasieam ke gl
premoeer in frame wih W [11] fegalacioodee actaiy wa
weanaprs] three limes on duplicate caliere s with e Eneyme Jusay
Symem (Tromegal

Morthern bloty and measure of mBNA hall-life

Electiophoress of 1ot RNA [0 ) was doar oin g 1% agarose
jerl contamang 2.3 M farmaldchwle and vacowm eraulis to sylon
wembrane, Hybrsloamors wih qecdic dgosigensclabelsd KNGS
probes complementary o s mENA sl himineoem deecion
wear camiiedl oul as describel proviouly [19].

H Lot abogers | wenw plospabegers g
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ANA preparation

BMEAIN, RSAIR dermames [RXARAT-S dedawn of ne
G287 10 U319, RXARL-&1S deletion of ms L9 s A%, and
RNARLALE: deletion of civ G483 o G511 i 3 domum
compaiies mia ¥ o 516, the wolased hairpin 7, and e s
mHNA fagmwm wesr manerded @ s mang T1 R3A
podymerase o desmibed presonly |2 The ramoibed BN
e [rariiod by B% polvaon lamide-8 M urca gl elootioplonoes.
Adker elution in 05 M aswmareum acetaeed' | wdd EITA basiler,
the RMMA were precquitaied sewe with cthomal Befrar v, the
el was Muq:hvqu'rdth-dﬂiwdmn‘tie
T ol L fel

The 5 nﬂ-liu'hilnfﬂ-p}whnrﬂudliiwm
di Iroisdrs was fe 1 uth Td pul 1 kv
andl ["FATP ID‘H Before we, l;"*i.’:- '.-u'n' remednred by
mriilaisn @ 99°0 [of 2 s in he aleeioe of magneds and
wli, | mm on ier, falk d by aa medhaiion sep st HOC
15 mm @ TN baffer (MM Trwacciase pH 75, 10 mil
mgrrsrameaoeae, | 9 my N araae,

Dararminacn of constans of ARGl mRNA Jomple
Teemation

Bisslingg rale qoisdanl of RNADl<s mBNA comples was
meeaneed s described previcaly [HI]. of rodd dabrled] v
RN s el eocen o mnbdeled NG CRMANIL RNAID-
A5 BNANATS war pedvomed a0 350 in TMN baller
Sanples were withiliasn al vanows sme posts 010 m), aldal
to el applivabon buBer and kbadod oms & neine 3%
padracrylamide grl. The gel won ren sk "0 and constani vahagy
300V far B b e sehaeienty deed. Rands coameipanding s
the RN i mBXA compies anl free RAAIL pespoctivedy,
were quantiied wing e SAFA algorithn [1].

For detrrmmuanon of ihe oo laiss saie camiani of RXAI-
ava mENA complex, encHiaheled s mENA was incahaned wik
an mcrcased mslar o of wiklaype RAALL o BNALIL
vaFits RNANLALE, RMANEATS, § domas. huipe 7 ks
15 mm st 370 in THN lnadfor. Samples were iben teealed au
dearrihed aheve All euprramens were done foar tmen grang
wepraiarible das

RMA struesure probing

RNAILL e m=RXNA formstion was coreed oul g 570 o
15 mm = THN buidler. Enaymatic badrahas wan pealemed -
1 gl o THEN, i the prowsse of | pr career (ENA & 1770
bombr Rase T1 U002 umis!, BNoe V1 0% unms). Chemcal
il abioin were peeformed o T pinal of css mBNA ar BRNAIL
ab 0 m 20 pl of waction bdler comtaming I pg of camsier
BN, Alkplation of CINT) and AN peadtioss wa dane with | pd
DMS (diwed 148 and 1006 in ethanal) ks Foesin, and
maication of NNT| wis dotie wih 4 gl of DERC o 33 mm
ab MO0 in TMX buller. hbsbficaten of DN and GN1] were
done wigh 5@ of GMET (30 mgfod) for 10 amed 30 mim in 2
taalfer comainang 50 mAl Nadorae pH 8 5 mdd Mg, and
150 mbl Kb, BNase 0 porifesime aml ihe cnepmas:
ahewnage avera o o ENA sl an BRNAID wear peramed
s described previoudy [LE]

EndHabelsd BNA fragments were sosl oo 12% pokaomyi-
amide® M wea dlah gk Cleavage podtions were ihesnlin
s BNasr T1 amd alcadae Ledders of the probed ENA The
whrancage oo reoddication o of saladeled R¥As wreee deiecind by
prmer enenaen. ek e hybeidiaanen condaicas, prmer
extension, and asabss of e da have heen desmibal previoudy
[38).
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Torprmiing assays

& e TS i were poepased aocondig e (2], The
Fattrtin of & senplfind aredaienl Edheton compdes wah mExA
drscriied by [$842]. Sundinl condions comagd 15 nbl e
R anneaked v a 5 eml-dabeded Oy
de ot 90 g 117 of o BN, 250 bl 5. oo 305 rluwsorsal
b (251 oM el 25 i 1 akl of RNAID oo i variaes o
Mgl of bafler cemaming 3 md Trivacaae, FH 75 60 mbd
NHED, 10 md magmesmm acetare, sl 5 mM fersercapohanol
Afier 10 pm ai 370, the mutiior R (1 g sweas sckded el e
roaciien wam imcubuird for o ferder Smm @ 170 Reveew
wransmpten W ondeted wih one un of AMY peene
wansTpLes for 15 min an 570 Relaive iospramng (oo band
ey il dengih RN Atissrpras) wa cal o] by s ansing of e ged
with the Bicimugrs Anshorr (Fuji.
Molecular

Bl g of the pegons envompasing ressduss LT3 0 AL of
e v RNA sl of reibliaes AT2E W U2 of RNARND wese

ﬁiuﬁmmlmmnl

camied o ar desribed [{5H] Folowing the imeraciie

asczidy seps, svenal ok of promekinal kasbagure o
Emenis were url 3 ssiwlciory shetos wa reached
Pigare 3 wom wng the FYALIL prograse (Eelane

WL The PyMOR Mbobesralar Garaphics Sysaem J00, g/ Fuwon.

Supporting Information

Figues El  Seconlary srucnere of Sapdbewon aone ENAITL
The 3 dhomasin i . hwovwe indieae the deberions of the
Basrpan 13 (RINATTALE, or of e thiree hadipans 7 1o 9 (RAAID:

[58] The drawing i adapaed from Fagae 1A n Rosse @ al [12]
(eopymight permssien from Gass @ Daebgost, Cald Spring
Halier Labsgatory Fress, USA)L

Fud.:kd:'lﬂ.]!ﬂﬂ'h:ﬂ.ﬁﬂ.lmlpﬂ!dlﬂﬂ
Figare 81 Nonbem o analyes on s mENS prepared Som
expomisal [l oullimes DD 1.5 Iom vaen 5 e
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araims. The o was hyhrsleed with an BNA prohe stiernse
sa RN RNETH WT, malfFs & o sirans bekisg oenlll
erne, WARE & e wieain Lielng ne pror, Ao dram
WUGTTH WA trapsdarmend with a pleavad ang the '
oo of RNAD (Aredll + 3" Doan) o e RNANE delensd ol
herpen 13 (Aealid + RNANEALY. Rilsowesad BN weee
vinuakard s dhr wume memlnae by cibidum Taomide stinng,
a an pbeenald contm] jdus net down), Theee mdvpenden)
XIS e peiiils.

Pl i dhet 101371 pomnnal jrpad. DA 000 (RS MO TIF,

Fipare 83 Companeon of te weosdary stnammrs of ihe
RXAIE wages. (4 The secondary amcnmes of e mBN3
[11]. SAMOD and ml mENA [1Z], and oo mANA The
v beatidhen hase-patred o RN are inored The camenoed G-

nirk srguenae in the MmN A, which moeract wath be Corch maiil
ol harpa koogs 7, 15, 14 of RNAID ae enoecled in pink (1)
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