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Liste des abréviations : 
Bases :    

A Adénine  ARNnc ARN noncodant 

C Cytosine  ARNr ARN ribosomique 

G Guanine  ARNt ARN de transfert 

T Thymine  ARNs Small ARN 

U Uracile  IF Facteur d’initiation 

N A, C, T, G  ORF Phase ouverte de lecture 

R Purine (A ou G)  RBS Site de fixation des ribosomes 

Y Pyrimidines (C, T ou U)  RF Facteur de terminaison 

   SD Shine et Dalgarno 

Nucléotides triphosphate:  TSS Site d'initiation de la transcription 

ATP Adénosine TriPhosphate  TSP Site de terminaison de la transcription 

CTP Cytosine TriPhosphate  5' UTR Région 5' non traduite 

GTP Guanosine TriPhosphate  3' UTR Région 3' non traduite 

UTP Uracile TriPhosphate    

   Protéine : 

Acide Aminés :  ARNP ARN polymérase 

Ala ou A Alanine  CAS CRISPR associated protein 

Arg ou R Arginine  Hfq Host Factor QB 

Asn ou N Asparagine  CTD Domaine Carboxy-Terminal 

Asp ou D Acide aspartique  NTD Domaine Amino-Terminal 

Cys ou C Cystéine  RNase RiboNucléases 

Gln ou Q Glutamine  PDB Protéin Data Base 

Glu ou E Acide glutamique    

Gly ou G Glycine  Outil Biochimique : 

His ou H Histidine  BSA Albumine de Sérum Bovin 

Ile ou I Isoleucine  SDS Sodium Dodécyl Sulfate 

Leu ou L Leucine  DTT DiThioThréitol 

Lys ou K Lysine  ONPG Ortho-NitroPhénol -β-Galactoside 

Met ou M Methionine    

Phe ou F Phénylalanine  Généralités : 

Pro ou P Proline  Å Ångström 

Ser ou S Sérine  °C Degré Celsius 

Thr ou T Thréonine  Ci Curie 

Trp ou W Tryptophane  Da Dalton 

Tyr ou Y Tyrosine  DO Densité Optique 

Val ou V Valine  g Gramme 

   g Gravité 

ADN :  L Litre 

ADN Acide DéoxyriboNucléique  M Molaire 

IG InterGénique  mol Mole 

   min Minute 

  nm NanoMètre 

ARN :  nt Nucléotide 

ARN Acide RiboNucléique  nt Paire de Bases 

ARNas ARN anti-sens  pH Potentiel Hydrogène 

ARNcr ARN CRISPR  rpm Rotation Par Minute 

ARNm ARN messager  s Seconde 

ARNmi Micro ARN  UV UltraViolet 
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 La transcription 1.

À la fin des années 1950, plus aucun biologiste ne doute que les gènes codent pour des 

protéines. François Jacob et Jacques Monod, travaillant sur Escherichia coli dans le 

laboratoire d’André Lwoff à l’institut Pasteur de Paris, découvrent en 1961 le facteur X, 

molécule intermédiaire transcrite à partir des gènes [36]. Ce facteur X fut identifié, par la suite 

comme étant l’ARNm qui lui, sera traduit en protéine. À la différence de l’ADN qui est 

constitué de désoxyribonucléotides, l’ARN est un enchaînement de ribonucléotides. Chacun 

de ses nucléotides est composé d’un ribose, un groupement phosphate et une base azotée. 

Chez l’ARN, il existe quatre bases azotées : l’adénine (A), la guanine (G), la cytosine (C) et 

l’uracile (U) qui remplace la thymine (T) présente dans l’ADN. 

Le but de la transcription est de synthétiser un ARN simple brin complémentaire à 

partir d’un gène grâce à une enzyme appelée ARN polymérase.  

 Les acteurs de la transcription 1.1)

Le mécanisme de la transcription requiert un grand nombre de facteurs aussi bien 

nucléiques que protéiques qui vont jouer un rôle soit dans la transcription à proprement parler 

soit dans sa régulation. Parmi ces différents facteurs, certains vont avoir des rôles essentiels 

dans la transcription comme l’ARN polymérase, les différents facteurs σ et les promoteurs. 

 L’ARN polymérase 1.1.1)

 Chez les bactéries, il existe une seule ARN polymérase qui va avoir pour rôle de 

synthétiser l’ensemble des ARN de la cellule [37]. Cette dernière existe d’abord sous la forme 

d’une apoenzyme de 5 sous-unités : α2ββ’ω [38]. L’apoenzyme de l’ARN polymérase seule 

n’est pas fonctionnelle pour initier la transcription. En effet, elle possède une affinité pour 

l’ADN, mais ne distingue pas les séquences promotrices du reste des séquences présentes sur 

ce dernier. Une sixième sous-unité, appelée facteur σ va avoir pour rôle d’améliorer l’affinité 

du complexe pour les séquences promotrices au détriment des autres séquences de l’ADN. 

L’ajout du facteur σ sur l’apoenzyme permet la formation de l’holoenzyme ARN polymérase 

fonctionnelle (Figure 1). 
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 Les facteurs sigma 1.1.2)

Il existe de nombreux facteurs σ au sein d’une même espèce bactérienne ainsi qu’un 

nombre différent de facteurs chez les différentes espèces. Par exemple, il a été répertorié 1 

unique facteur σ chez Mycoplasma genitalium, 7 chez E.coli, 18 chez Bacillus subtilis et 

jusqu’à 109 chez Sorangium cellulosum [39,40]. Dans un premier temps, ces facteurs sigma 

ont été classés selon leurs poids moléculaires ; autrement dit, le facteur σ
38

 correspond au 

facteur σ qui a un poids de 38 kDa. Ce type de nomenclature fut abandonné au profit d’une 

nouvelle nomenclature utilisant des lettres afin de pouvoir être incorporée dans des familles 

génétiques. Dans notre exemple, le facteur σ
38 

a été renommé σ
S
  ou sigS. Chacun de ces 

facteurs sigma permet à l’holoenzyme de reconnaitre une séquence promotrice différente, 

généralement dérivée de la séquence consensus reconnu par le facteur σ
D
. 

 

 

Figure 1 : Structure de du complexe ARN polymérase 

Structure cristallographique de l’holoprotéine ARN polymérase en association avec le 

facteur σ
32

 de la famille des σ
70

 (PDB=4YG2) [18]. Chacune des sous-unités protéiques 

formant le complexe ARN polymérase est représentée par une couleur différente. Les deux 

sous-unités α sont représentées en jaune et en orange, les sous-unités β et β’ sont représenté 

en rouge et en bleu respectivement, la sous-unité ω est représentée en violet et le facteur σ 

est représenté en vert. 
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Lors de la croissance cellulaire, l’ensemble des gènes dits de « ménages » est 

synthétisé de manière constitutive par l’intermédiaire d’un seul facteur sigma qui est 

également appelé le facteur sigma primaire. Chez Salmonella enterica serovar Typhimurium 

(S. Typhimurium) et les bacilles à Gram négatif, ce rôle est desservi par le facteur σ
70

 ou σ
D
. 

Au cours de la phase exponentielle de croissance, ce facteur sigma représente entre 60 à 95 % 

de la quantité totale des facteurs sigmas cellulaires [41].  

L’ensemble des autres facteurs sigmas, dits facteurs sigmas alternatifs, est transcrit de 

manière constitutive, mais leur expression est très finement régulée par l’intermédiaire de 

régulations post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles. Ces différentes régulations 

permettent à la bactérie d’exprimer ces facteurs sigma au plus près de ses besoins 

physiologiques. Par exemple, lorsque les bactéries entrent en phase stationnaire de croissance 

ou en condition de stress, ces facteurs sigmas alternatifs vont être exprimés par la cellule. Ils 

entrent en compétitions avec le facteur σ
D
 pour se lier à l’apoenzyme afin de jouer un rôle 

prédéfini permettant l’adaptation des cellules aux nouvelles conditions environnementales. 

 Le promoteur 1.1.3)

Le promoteur est une séquence d’ADN de taille variable, présente en amont du +1 de 

transcription permettant l’initiation ainsi que l’orientation de la transcription. Il est reconnu 

spécifiquement par la sous-unité σ de l’ARN polymérase. Le promoteur permet la 

transcription d’un gène ou dans le cas des opérons, de plusieurs gènes. 

Chez les procaryotes, le premier promoteur caractérisé fut le promoteur précoce du 

phage T7 reconnu par l’ARN polymérase d’E. coli. Il est divisé en 2 séquences majeures 

nommées « -10 » et « -35 » en raison de leurs positons par rapport au +1 de transcription. La 

séquence « -10 », ou boite de Pribnow, a une taille de 6 nucléotides et a pour séquence 

consensus TATAAT  [42,43].  La séquence « -35 », espacée de la boîte de Pribnow par 16 à 

18 nucléotides, a une taille équivalente à la première et a pour séquence consensus TTGACA 

[24,44]. 

Le facteur σ interagit avec les différentes séquences du promoteur pour initier la 

transcription. Le domaine σ
1
 va se lier à la séquence en aval de la boîte de Pribnow alors que 

les domaines σ
2
 et σ

3
 vont interagir avec cette dernière. Finalement, le domaine σ

4
 va interagir 

avec la séquence en « -35 » (Figure 3).  
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 Mécanisme de la transcription 1.2)

 

 Initiation de la transcription : 1.2.1)

La transcription débute lorsque l’holoenzyme ARN polymérase se lie au promoteur du 

gène à transcrire. Cette liaison s’effectue au niveau des séquences -10 et -35 présents sur 

l’ADN avec les domaines σ
2
 à σ

4 
de la sous-unité σ de l’ARN polymérase (Figure 2 et 3). La 

fixation de l’ARN polymérase sur le promoteur forme un complexe fermé stable (RPc) qui 

couvre environ 50 paires de bases. Des changements de conformations de l’ARN polymérase 

vont entrainer un passage du complexe fermé à une forme ouverte de ce dernier (RPo), 

caractérisé par l’ouverture d’une « bulle » de transcription d’une taille d’environ 17 nt entre 

les nucléotides -11 et +6 [45]. Le complexe d’élongation (ARN polymérase/ADN/ARN) 

incorpore les nucléotides complémentaires de l’ADN à l’ARN naissant au niveau du site 3’-

OH dans le sens 5’ 3’. Cette synthèse se déroule jusqu’à former un petit transcrit d’une 

dizaine de nucléotides. Ce dernier entraine une déstabilisation du complexe et engage la 

dissociation du facteur σ de l’ARN polymérase qui sera réutilisé pour initier un nouveau 

démarrage de la transcription. La transcription se poursuit avec l’ARN polymérase sous la 

forme α2ββ’ω, également appelée complexe d’élongation (Figure 2). 

 [24] 

Figure 2 : Cycle de la transcription bactérienne 

Représentation schématique de l’ensemble du mécanisme de la transcription chez les 

bactéries. 
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 Élongation de la transcription : 1.2.2)

La synthèse du transcrit s’effectue à une vitesse de 30 à 100 nucléotides par secondes 

[46,47]. Cette vitesse est dépendante de plusieurs facteurs, dont la concentration en 

nucléotides, la séquence de l’ADN ainsi que les signaux de pauses. Au cours de l’élongation 

de la transcription, la « bulle de transcription » avance par l’action de topoisomérase 

permettant de séparer les deux brins d’ADN. Ceci permet à l’ARN polymérase de continuer à 

accéder au brin matrice pour synthétiser le transcrit d’ARN. L’élongation de la transcription 

continue jusqu’à ce que le complexe d’élongation atteigne une région terminatrice de la 

transcription (Figure 2).  

 

 

Figure 3 : Interaction spécifique entre l’holoprotéine ARN polymérase et la région 

promotrice sur l’ADN d’après [4] 

Représentation schématique des différentes sous-unités de l’holoprotéine ARN polymérase 

ainsi que de la région promotrice de l’ADN. Les deux sous-unités α sont représentées en 

cyan, les sous-unités β et β’ sont représenté en gris, la sous-unité ω est représentée en noir, 

les différents domaines du facteur σ sont représentés en violet, orange, jaune, rouge et bleu 

respectivement. Les différentes régions du promoteur sont représentées respectivement en 

cyan pour les éléments en amont du promoteur (UP élément), en bleu pour la région -35, 

en rouge pour la région EXT, en jaune pour la région -10, en orange pour la région 

discriminante, en vert pour le +1 de transcription et en gris pour la région codante. Les 

domaines protéiques et d’ADN de même couleur interagissent entre elles. 
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 Terminaison de la transcription : 1.2.3)

Arrivé à la région terminatrice de la transcription, le complexe d’élongation se 

dissocie, ce qui entraine le relargage de l’ARN néo-synthétisé. Ce mécanisme, essentiel au 

même titre que l’initiation ou l’élongation de la transcription, permet de définir l’unité de 

transcription (gène ou opéron). Chez les bactéries, il existe deux mécanismes indépendants de 

terminaison de la transcription. Un premier mécanise majoritaire dépendant uniquement de la 

séquence d’ADN (dit Rho-indépendant) et un second mécanisme minoritaire dépendant de 

l’action de l’hélicase à ARN Rho (dit Rho-dépendant) (Figure 2). 

1.2.3.1) Terminaison de la transcription intrinsèque : 

Ce mécanisme de terminaison de la transcription affecte environ 80 % des transcrits 

totaux de la cellule [48]. Il s’agit d’un mécanisme simple puisqu’il ne requiert l’aide d’aucun 

facteur extérieur. En effet, la terminaison de la transcription dépend d’une séquence présente 

sur l’ADN qui, une fois transcrite, induit une déstabilisation du complexe ternaire ARN 

polymérase/ARN/ADN. 

La région terminatrice est caractérisé par une séquence palindromique inversée riche 

en G:C, qui forme une structure en tige-boucle d’une taille de 7 à 20 nucléotides, suivie d’une 

série de thymines. La formation de cette structure en tige-boucle, extrêmement stable, entraine 

une pause de l’ARN polymérase. De plus, le duplex ARN:ADN (PolyU :PolyA) est très 

instable. Ces différents évènements entrainent la dissociation du complexe d’élongation et 

donc le relargage de l’ARN polymérase ainsi que l’ARN transcrit [48]. 

1.2.3.2) Terminaison de la transcription Rho-dépendante : 

Dans 20 % des cas, la terminaison de la transcription nécessite un facteur protéique qui 

va permettre d’initier cette terminaison : le facteur de terminaison Rho [48]. 

Rho est une protéine essentielle. Elle est fonctionnelle sous une configuration 

homohéxamérique (monomére de 419aa) avec une structure en forme d’anneau ouvert ou 

fermé présentant une activité hélicase à ARN ATP-dépendant [49]. Rho se lie, dans la 

majorité des cas, au niveau de la région terminatrice. Cette dernière n’est pas clairement 

définie, mais elle serait composée de deux éléments distincts sur une région d’ARN d’une 

taille de 150 à 200nt. La première séquence est le site « rut » (Rho Utilization) [50]. Ce site a 

une taille de 70-80 nucléotides ayant un fort rapport cystéine (C) : guanine (G), peu ou pas de 

structure secondaire et est dépourvu de ribosome. La seconde séquence est le site de 
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terminaison de la transcription à proprement parler également nommée tsp (Transcription 

Stop Point) [51-57]. 

Au cours de la transcription, Rho va reconnaitre le site rut sur la séquence d’ARN et 

interagir avec ce dernier au niveau de site primaire d’interaction. Ces sites sont localisés dans 

les domaines N-terminaux des protomères, qui vont permettre de positionner l’ARN simple 

brin au centre de l’anneau [58]. Ceci va entrainer une seconde série d’interaction au niveau 

des sites secondaires de Rho, présent sur les domaines C-terminaux, qui vont entrainer la 

fermeture de la structure en anneau sur l’ARN [59]. Ces changements conformationnels 

entrainent l’activation de son activité hélicase par une hydrolyse de trois molécules d’ATP 

[60]. Rho se déplace sur l’ARN simple brin dans le sens 5’ 3’ jusqu’à atteindre le complexe 

d’élongation arrêté au niveau d’un site de pause de la transcription. Les interactions entre Rho 

et le complexe d’élongation entrainent la terminaison de la transcription et le relargage de 

l’ARN néo-synthétisé [61]. 

 Régulation de la transcription : 1.3)

La transcription est un mécanisme essentiel extrêmement bien régulée. La bactérie 

orchestre un réglage précis du niveau d’expression de la plupart de ses gènes afin d’avoir une 

quantité de protéine suffisante. Ces différentes régulations jouent un rôle majeur dans 

l’aptitude de la cellule à s’adapter à des changements environnementaux. 

 Régulation de l’initiation de la transcription : 1.3.1)

Un des moyens de réguler l’expression d’un gène est d’altérer l’initiation de sa 

transcription. Ce phénomène peut se faire de deux manières : en l’inhibant ou en permettant 

son activation. Ce mécanisme peut être effectué grâce à des éléments de séquences présents 

sur l’ADN et/ou à l’aide de facteurs protéiques. 

1.3.1.1) Facteur Anti-σ 

Comme nous l’avons vu précédemment, la cellule utilise différents promoteurs afin de 

pouvoir exprimer certains gènes au moment opportun. Le nombre de facteurs σ disponible 

impacte directement l’initiation de la transcription. Afin de moduler la quantité de facteurs 

disponibles, la cellule peut utiliser des protéines spécifiques appelées facteur anti-σ. Ces 

protéines se lient de manière spécifique aux facteurs sigma et inhibent par conséquent 

l’expression des gènes dépendant de ces mêmes facteurs [62]. Ce mécanisme permet ainsi 
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d’inhiber l’expression d’un ensemble de gènes dont les promoteurs sont spécifiques de ces 

facteurs σ (Figure 2). 

1.3.1.2) Facteur de transcription  

La cellule utilise également un grand nombre de protéines nommées facteurs de 

transcription. Plus de 300 ont été identifiés chez E.coli. Ces derniers interagissent avec une 

séquence d’ADN nommée opérateur, généralement proche du promoteur cible. Cette 

interaction modifie ainsi l’activité du promoteur en l’activant soit en le réprimant [63]. Les 

répresseurs empêchent la fixation de l’ARN polymérase alors que les activateurs améliorent 

l’affinité du promoteur pour cette même enzyme. Les facteurs de transcription régulent un 

nombre variable des gènes allant de 1 à plusieurs centaines. Cela permet de réguler de façon 

synergique l’expression d’un ensemble de gènes d’une même voie métabolique. Parmi ce 

grand nombre de facteurs de transcription, il existe sept facteurs généraux de la transcription 

(Lrp, IHF, Fis, FNR, CRP, ArcA et NarL) qui régulent près de la moitié des gènes d’E. coli.  

1.3.1.2.1) Les activateurs transcriptionnels 

 Ces facteurs de transcriptions vont agir de manière positive sur l’initiation de la 

transcription en se liant au promoteur ou à l’ARN polymérase afin de faciliter leurs activités. 

Les différentes études réalisées autour de ces protéines ont permis d’identifier 3 classes 

d’activateurs transcriptionnels : 

- L’activateur de classe 1 se lie à son opérateur en amont de l’élément « -35 » du 

promoteur cible et favorise le recrutement de l’ARN polymérase par des interactions 

avec sa sous-unité α et plus particulièrement l’ α-CTD [64]. 

- L’activateur de classe 2 favorise le recrutement de l’ARN polymérase en améliorant la 

reconnaissance du promoteur par le facteur σ. L’activateur interagit avec son opérateur 

présent au niveau de l’élément « -35 » du promoteur cible et avec le domaine σ
4
 du 

facteur sigma [65]. 

- L’activateur de classe 3 remodèle l’architecture du promoteur. Il se lie à son opérateur 

qui est situé entre les éléments « -35 » et « -10 » du promoteur et réorganisée ce 

dernier afin d’optimiser la distance séparant ces deux éléments [66]. 
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1.3.1.2.2) Les répresseurs transcriptionnels 

À l’inverse des activateurs transcriptionnels, les répresseurs, en se liant au promoteur ou à 

l’ARN polymérase, vont inhiber l’initiation de la transcription. Ces derniers vont agir de 

différentes manières afin d’exercer leurs activités répressives : 

-  En se liant à son opérateur, le répresseur va empêcher l’ARN polymérase de se lier au 

promoteur par des phénomènes d’encombrements stériques [67]. 

- À l’inverse des activateurs de classe 3, la fixation du répresseur sur son opérateur 

modifie l’architecture du promoteur et ainsi diminuer l’affinité du facteur σ pour ce 

dernier [68]. 

- La fixation du répresseur sur son opérateur bloque la liaison d’un activateur à sa cible 

et ainsi inhiber son activation [68]. 

Les promoteurs peuvent avoir un certain nombre d’opérateurs et donc être régulés par 

plusieurs facteurs de transcriptions différents. Cette pléiade de possibilités permet de moduler 

l’expression d’un gène de multiples manières, soit de façon coopérative, synergique ou 

antagoniste. Ces situations complexes permettent d’adapter le niveau d’expression d’un gène 

en réponse à un ou plusieurs signaux environnementaux. 

 Régulation de la terminaison de la transcription : 1.3.2)

À juste titre, la régulation de la transcription se fait en grande partie au niveau de 

l’initiation. Mais il existe également des mécanismes précis qui permettent de moduler 

l’expression d’un gène en aval du processus d’initiation. Parmi ces mécanismes, la 

terminaison précoce de la transcription est une des stratégies utilisées par les bactéries. 

Au cours de l’évolution, les différents organismes ont mis en place un grand nombre 

de signaux permettant la régulation de la terminaison. Ces signaux peuvent être classés en 

deux catégories bien distinctes : l’atténuation et l’anti-terminaison de la transcription [69]. 

1.3.2.1) Le phénomène d’atténuation de la transcription : 

L’atténuation, ou terminaison prématurée de la transcription correspond au contrôle de 

la transcription d’un ou plusieurs gènes proches les uns des autres par la régulation de la 

terminaison. Ce mécanisme dépend de séquences d’ARN capables de former des structures 

alternatives nommées anti-terminateurs et terminateurs. Les deux structures, anti-terminatrice 
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et terminatrice, partagent une partie de leurs séquences de sorte que leurs formations soient 

mutuellement exclusives [70-72]. 

 

La plupart des opérons impliqués dans la synthèse ou l’utilisation des acides aminés 

sont régulés au niveau transcriptionnel par ce type de mécanisme. D’ailleurs, ce type de 

mécanisme a été identifié lors de l’étude de l’opéron trp permettant la synthèse du 

tryptophane (Trp) chez E.coli ainsi que dans la régulation de l’opéron his, permettant la 

synthèse de l’histidine (His), chez S. Typhimurium [73,74]. Dans ces opérons, le phénomène 

d’atténuation est régulé par la concentration intracellulaire de leurs propres produits, dans ce 

cas, les acides aminés tryptophane et histidine respectivement. Cette régulation est 

caractérisée par la présence d’une région « leader » présente en amont du premier gène de 

l’opéron. Cette région « leader » contient une phase ouverte de lecture (ORF) permettant la 

synthèse d’un petit peptide ou peptide leader. Ce dernier contient plusieurs codons de l’acide 

aminé synthétisé par l’opéron. Dans le cas de l’opéron his, le petit peptide codé par la région 

leader contient sept codons His répétés en tandem [74]. Lorsque l’histidine est en excès dans 

la cellule, la traduction du peptide leader est couplée à la transcription de l’ARN. Ce couplage 

entraine la formation d’un terminateur de la transcription Rho-indépendant qui inhibe la 

 

Figure 4 : Atténuation de la transcription de l’opéron histidine. 

Représentation schématique du mécanisme d’atténuation de l’opéron histidine.  
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transcription du reste de l’opéron his. À l’inverse, lorsque la cellule est en pénurie d’histidine, 

le ribosome n’arrive pas à synthètiser le peptide leader, ce qui entraine un découplage de la 

traduction et de la transcription. Ce découplage permet la formation de l’anti-terminateur. 

Cette structure inhibe la formation du terminateur intrinsèque et permet à l’ARN polymérase 

de continuer la transcription de l’intégralité de l’opéron his (Figure 4) [74]. 

1.3.2.2) L’anti-terminaison processive de la transcription 

 À la différence du phénomène d’atténuation, ce mécanisme agit sur le complexe 

d’élongation par des interactions directes avec des protéines ou des acides nucléiques. Ces 

modifications affectent la terminaison intrinsèque, mais peuvent également altérer l’activité 

de la protéine Rho. À l’inverse du phénomène d’atténuation, l’anti-terminaison est un 

mécanisme processif, c’est-à-dire que l’ARN polymérase peut résister à des terminateurs 

situés loin en aval du signal d’anti-terminaison. Ce mécanisme a été découvert, dans un 

premier temps, chez le phage λ. Par la suite, il a également été mis en évidence dans la 

régulation de certains opérons bactériens dont notamment les opérons rrn codant pour les 

ARN ribosomaux et certains ARN de transfert (ARNt) [75-77].Chez E. coli, la biosynthèse des 

ribosomes consomme environ 50 % de l’énergie disponible chez la bactérie en phase 

exponentielle de croissance [78]. La synthèse des ARN et des protéines composant les 

ribosomes doit donc être extrêmement bien régulée. De plus, malgré la présence de nombreux 

terminateurs Rho-dépendants et l’absence de traduction de ces ARN, ces opérons ne sont pas 

soumis au phénomène de polarité [79,80]. Cette absence de polarité transcriptionnelle peut être 

liée à un mécanisme d’anti-terminaison. Chez E.coli, l’anti-terminaison de la transcription fait 

intervenir les protéines NusA, NusB, NusG ainsi que la protéine ribosomale S10 (codé par le 

gène nusE) en plus de l’ARN polymérase. [81-83] Bien que ces protéines soient 

indispensables pour réaliser l’anti-terminaison, elles ne sont pas suffisantes [84,85]. Ceci 

indique qu’il existe d’autres facteurs intervenant dans ce mécanisme [86]. L’étude de l’opéron 

rrn a pu mettre en évidence deux structures conservées composées d’une séquence conservée 

de 12 nucléotides (UGCUCUUUAACA) nommée BoxA, localisée entre les gènes codant les 

ARNr 16S et 23 S.  La seconde séquence nommée BoxB forme une structure en tige-boucle, 

présente à 10nt en aval du promoteur P2 de l’opéron rrn  [87].  NusB reconnait la séquence 

BoxA et s’y fixe grâce à la protéine S10 [88]. Ceci initie la création d’un complexe 

multiprotéique qui va stabiliser le complexe d’élongation et former le complexe d’anti-

terminaison. Ce nouveau complexe peut maintenant franchir les terminateurs Rho-dépendant, 
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mais pas les terminateurs intrinsèques [89,90]Le facteur de 

terminaison de la transcription Rho 

Le facteur de terminaison de la transcription Rho a été découvert en 1969 à partir d’un 

extrait bactérien par Roberts JW. Il a, dans un premier temps, été identifié comme un facteur 

protéique capable de modifier la taille de transcrit d’ARN du phage λ au cours de synthèse in 

vitro [75]. De nombreuses études ont suivi cette découverte du facteur Rho et ont permis de 

mettre en évidence son rôle dans la terminaison de la transcription d’un grand nombre d’ARN 

[49,56,91]. Le facteur Rho est une protéine très bien conservée et est présente dans environ 

90 % des espèces bactériennes séquencées [92]. Pourtant il existe des différences sur la 

nécessité de ce facteur entre ces différentes espèces. En effet, le facteur Rho est une protéine 

essentielle chez E. coli et S. Typhimurium, il en est tout autre chez B. subtilis et S. aureus où 

cette même protéine peut-être supprimée sans engendrer une mort cellulaire [13,93-96].  Cette 

différence de sensibilité au facteur Rho ne semble pas être dû à une différence de fonction 

puisque des expériences de complémentations ont montré que le facteur Rho de S. aureus est 

capable de remplacer ce même facteur chez E. coli [96].  

Au cours de ce chapitre, nous allons analyser le facteur Rho ainsi que sa fonction.  

 Structure 2.1)

Bien avant l’obtention de structure cristallographique de la protéine Rho, les études, à 

partir de l’image obtenue à l’aide d’un microscope électronique, ont montré que la protéine 

Rho forme un hexamère dont les différentes sous-unités forment un anneau de 120Å de 

diamètre doté d’un pore central d’une taille de 30Å (Figure 6) [97,98]. Par la suite, le 

séquençage du gène rho a permis de mieux appréhender la structure ainsi que certaine 

propriété physico-chimique de la protéine [99]. Rho est une protéine de 419 acides aminés et 

est composé de deux domaines fonctionnels distincts, le domaine N-terminal et le domaine C-

terminal, relié par un linker [100,101]. Le domaine N-terminal, correspondant aux 130 

premiers acides aminés de la protéine, a pour fonction la liaison de la protéine à l’ARN 

(Figure 5) [102,103]. Ce dernier possède des motifs similaires à ceux qui peuvent être trouvés 

dans différentes classes de protéines se liant à l’ARN [51]. Le domaine C-terminal, constitué 

des 268 derniers acides aminés, intéragit également avec l’ARN mais possèdent également 
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une fonction ATPase, indispensable à son rôle dans la terminaison de la transcription (Figure 

5) [104-106].  

 

L’obtention de la structure cristallographique de la protéine Rho a confirmé et 

complété les différentes informations obtenues au cours des précédentes études et a ainsi 

offert une meilleure compréhension de la structure et de la conformation de la protéine Rho 

[26]. La cristallisation du domaine N-terminal a permis de mieux comprendre son organisation 

ainsi que sa fonction. Notamment la structure des 50 premiers résidus qui sont organisés dans 

une série de 3 hélices α terminée par un tonneau β caractéristique des motifs «OB» 

(oligosaccharide/oligonucleotide-binding) [107]. Le domaine C-terminal possède, quant à lui, 

différents motifs structuraux présentant différentes caractéristiques. Le premier de ces motifs 

structuraux est homologue à ceux retrouvés dans différentes ATPases [108]. Il s’agit de la P-

loop qui est formée entre le feuillet β6 et l’hélice α7 [59]. Ce domaine possède également un 

site secondaire d’interaction aux ARN (ou SBS : « Secondary RNA Binding Sites ») 

constitués de deux motifs structuraux : Q et R-loops [109]. 

 

Figure 5 : Structure du protomère de Rho. 

Structure cristallographique du protomère de la protéine Rho (PDB = 2HT1) [13]. Le 

domaine N-terminal est représenté en bleu, le domaine C-terminal est représenté en rouge. 

Les Q-R et P-loop sont représentés respectivement en magenta, vert et cyan. 
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Comme vu précédemment, Rho est une protéine fonctionnelle sous la forme 

d’homohexamère composé en trimères de dimères qui peut adopter différentes conformations 

en fonction de son ligand [13,14,26]. Lors de l’acquisition de la première structure quaternaire 

de Rho, il a pu être identifié un écart de 12Å entre les protomères A et F au niveau de pore 

central laissant ouvert la structure sous forme d’anneau (Figure 6 A et C) [26]. Cette 

ouverture permettrait le passage du transcrit d’ARN en cours de synthèse. Par la suite, une 

structure de la protéine Rho a été obtenue sous une forme d’anneau fermé (Figure 6 B et D) 

[13]. Cette modification de structure entrainant la fermeture de l’anneau de Rho serait due à 

une rotation de l’ensemble des sous-unités de la protéine [13].  Ces deux structures, ouvertes 

 

Figure 6 : Structure de l’hexamère de la protéine Rho. 

Les différentes formes de la structure de l’hexamère de la protéine ont été obtenues à partir 

de différentes techniques, mais présentent des résultats similaires. A-B : Images obtenues à 

partir d’un microscope électronique de l’hexamère de la protéine Rho sous forme d’un 

anneau ouvert A) et d’un anneau fermé B) [25] . C-D, Structure cristallographique de 

l’hexamère de la protéine Rho sous forme d’un anneau ouvert C) (PDB = 1PV4) et d’un 

anneau fermé D) (PDB = 3ICE) [5,14,26]. Chacun des monomères est représenté avec une 

couleur différente. 
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et fermées, confirmaient les résultats obtenus précédemment grâce à la microscopie 

électronique (Figure 6 A et B) [25].  La dernière structure obtenue de la protéine Rho présente 

une conformation différente pour ces différentes sous-unités [14]. Ensemble, ces différentes 

structures proposent différentes conformations que peut adopter la protéine en fonction de ses 

ligands. 

 Interaction de Rho avec l’ARN 2.2)

Le facteur Rho est une protéine essentielle chez les entérobactéries intervenant dans la 

terminaison de la transcription de l’ARN. Ce mécanisme nécessite une interaction directe 

entre la protéine Rho et l’ARN en cours de transcription. De nombreuses études ont permis de 

mieux comprendre comment se font ces interactions.  

Comme dit précédemment, le domaine N-terminal de la protéine Rho contient des 

motifs qui lui permettraient de se lier à l’ARN. Les structures du domaine N-terminal en 

présence ou en absence d’ARN ont mis en évidence la présence d’un motif «OB» 

caractéristique des domaines de liaisons aux ADN / ARN simple brin [107,110,111]. In vitro, 

Rho a démontré une forte affinité pour les séquences d’ARN poly(C) qui stimulent son 

activité ATPase [104]. L’obtention d’une structure cristalline du domaine N-terminal de Rho 

lié à un oligonucléotide composé de 9 cytosines a permis de mieux comprendre l’affinité de 

Rho pour ce type de séquences [110]. Différentes études utilisant de grandes variétés de 

substrats ARN ont permis de mieux comprendre les interactions entre Rho et l’ARN 

[110,112]. En particulier, l’étude de la terminaison de la transcription de deux ARNm ont 

permis d’avancer grandement dans la compréhension de ces interactions : les ARNm trp t’ et 

λ cro [53,113-115].  

 Les sites d’interactions de l’ARN sur Rho 2.2.1)

Ces différentes informations ont permis de montrer que Rho possède en réalité deux 

sites de fixations des ARN, mais possédant différentes affinités pour ces derniers 

[112,116,117]. Ces deux sites sont nommés respectivement site primaire et site secondaire 

[116].  

Le site primaire d’interaction aux ARN (ou PBS : « Primary RNA Binding Sites ») 

correspond au site caractérisé par le motif «OB». Ce dernier est présent dans le domaine N-

terminal de chacun des protomères de Rho et permet la fixation d’environ 60 à 80nt d’ARN 

[51,118]. Il est composé des résidus 22 à 116 [58]. Les études des structures 
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cristallographiques ont mis en évidence trois régions distinctes dans le domaine N-terminal 

qui forment le site d’interaction primaire. La première région est composée des résidus 58 à 

62 dont la leu58 et la Phe62 qui forment une poche hydrophobe [110]. La seconde région est 

la boucle permettant la liaison entre les feuillets β3 et β4 [59]. La dernière région est 

composée des résidus 103 à 110 contenant également une poche hydrophobe composée des 

résidus Glu108, Arg109 et Tyr110 [59] (Figure 7). Les interactions entre ce site et l’ARN 

nécessitent la présence de pyrimidines et plus précisément de cytosines dans ce dernier 

[104,116].  De plus, il a également était montré que ce site pouvait fixer des séquences 

d’ADN simple brin, mais avec une affinité beaucoup plus faible que pour l’ARN simple brin 

[26,119,120]. 

 

Le site secondaire d’interaction aux ARN est, quant à lui, localisé au niveau du 

domaine C-terminal de chacun des protomères de Rho (Figure 8 A). Il est constitué de deux 

motifs structuraux nommés Q et R-loops [109]. Les différents motifs Q-loops, composés des 

résidus 282 à 292, sont présents sur la partie haute du domaine C-terminal et sont dirigés vers 

 

Figure 7 : Site primaire d’interaction aux ARN du facteur Rho. 

A) Structure cristallographique de l’hexamère du facteur Rho vu du dessus (PDB = 3ICE) 

[14]. Chaque protomère est représenté par une couleur différente et le site primaire 

d’interaction aux ARN est représenté en rouge. B) Schéma représentant les interactions 

spécifiques entre l’ARN et Rho. Le fragment d’ARN est représenté sous forme de bâton 

bleu et les résidus de Rho interagissant directement avec l’ARN sont nommés et colorés en 

noir [14]. 
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le centre de la protéine [26]. Les R-loops sont, quant à elles, composées des résidus 321 à 329 

et sont impliquées à la fois dans l’hydrolyse de l’ATP et la liaison à l’ARN [121]. Les R-

loops sont localisés à l’interface entre les protomères au niveau du domaine C-terminal proche 

du site de fixation de l’ATP. Des mutants de Rho au niveau des Q et des R-loops affectent le 

site secondaire d’interaction [59,109,117]. À l’inverse du site primaire, ce dernier n’est 

spécifique qu’aux séquences d’ARN simple brin bien qu’il est une plus faible affinité que le 

site primaire. Les interactions entre le site secondaire et les molécules d’ARN ne semblent pas 

nécessiter de nucléotides spécifiques [112,116]. Ces dernières se font sur une région de 8 

nucléotides et sont essentielles pour l’induction de l’hydrolyse de l’ATP [116].  

 Le site d’interaction de Rho sur l’ARN 2.2.2)

Environ 20 % de la terminaison de la transcription chez E. coli serait dépendante de 

l’action de la protéine Rho [48]. Cette terminaison s’initie lorsque Rho se lie, dans la majorité 

des cas, au niveau de la région terminatrice. Cette dernière n’est pas clairement définie, mais 

elle serait composée de deux éléments distincts sur une région d’ARN d’une taille de 150 à 

200nt. La première séquence est le site « rut » (Rho Utilization) [50]. La seconde séquence est 

le site de terminaison de la transcription à proprement parler également nommée tsp 

(Transcription Stop Point) [57]. 

2.2.2.1) Le site rut 

Bien que le site rut ne soit pas encore une séquence clairement définie, plusieurs 

éléments communs aux sites rut ont pu être caractérisés par les différentes études réalisées sur 

différents sites connus. Le site rut possède le plus souvent une taille de 70-80 nucléotides 

ayant un fort rapport cytosine (C) : guanine (G), peu ou pas de structure secondaire et 

dépourvue de ribosome [51-56].  Bien que ces éléments permettent d’identifier une grande 

partie des sites rut, certaines composantes restent relativement variables en fonction des sites 

rut, ce qui rend difficile le fait de définir clairement ce type de site. Par exemple, la taille du 

site est un élément très variable pouvant aller du simple au double en fonction des sites rut 

étudiés. Les études de protection de l’ARN contre l’activité de la RNase A ont montré que 

Rho protège un fragment de 70-80nt d’un polymère poly(C) et de l’ARNm trp t’ [118,122]. A 

contrario, il a également pu être montré que les 44nt définissant le site rut de l’ARNm λtR1 

permettent l’induction d’une terminaison de la transcription Rho-dépendante in vitro [50,123]. 

Différentes études ont tenté de mieux caractériser les résidus cytosine essentiels pour 
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l’induction de la terminaison Rho-dépendante dans les sites rut, mais n’ont pu clairement 

identifier ces derniers [124,125].  

Ces différents résultats semblent indiquer que le site rut est défini comme une 

séquence d’ARN suffisamment longue pour être reconnu par Rho, contenant peu de structure 

secondaire et un fort ratio C:G. 

 

 

Figure 8 : Sites d’interaction secondaires aux ARN et de fixation de l’ATP du facteur 

Rho. 

A) Structure cristallographique de l’hexamère du facteur Rho vu du dessus lié à un 

fragment d’ARN et à de l’ADP-BeF (Adenosine-5’ -diphosphate Beryllium Fluoride, 

molécule analogue de l’ATP) (PDB = 3ICE) [14]. Les P-loop formant le site de liaison de 

l’ATP sont représentés en rouge et l’ADP-BeF est représenté en cyan. Le fragment d’ARN 

est représenté en violet, la Q- et la R-loop sont représenté en magenta et vert 

respectivement. B) Représentation schématique de l’interaction entre l’ARN et les 

différents protomères de Rho ainsi que de l’état de liaison à l’ATP. Les différents 

protomères sont représentés par de larges rectangles de différentes couleurs. Les Q et R-

loops sont illustrés par des traits de couleurs foncées de même couleur que leur protomère. 

Le protomère F est représenté deux fois pour montrer son orientation avec les sous-unités 

A et E respectivement. Les deux moitiés des sites de fixation de l’ATP sont représentées 

par de petits rectangles sur chacun des protomères ;  les rectangles légèrement ouverts 

représentent l’insertion du doigt d’arginine dans le site actif des états T* et T. Le ribose 

ainsi que le groupement phosphate du squelette de l’ARN est coloré en orange et numéroté 

selon leur ordre sur le fragment d’ARN. Les résidus protéiques interagissant avec l’ARN 

sont nommés. L’étoile jaune à l’interface entre les sous-unités B et C représente le 

maximum d’interaction entre l’ARN et la protéine [14]. 
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2.2.2.2) Le site de terminaison de la transcription 

Si le site rut correspond au site de fixation de Rho sur l’ARNm en cours de synthèse, 

le site de terminaison de la transcription correspond comme son nom l’indique au site de 

relargage du transcrit. Bien que ce site soit connu, il est très difficile de la caractériser et pour 

l’instant, la seule définition existante est qu’il s’agit d’une ou plusieurs séquences d’ARN en 

aval du site rut et induisant une pause du complexe d’élongation [50,52,126]. 

Des études ont pu montrer qu’il existe un couplage cinétique entre Rho et le complexe 

d’élongation [127]. Ce couplage cinétique est induit par le fait qu’une fois l’ARN au niveau 

du site rut, Rho doit rejoindre par translocation le complexe d’élongation qui lui continue la 

transcription de l’ARNm afin d’effectuer le relargage du transcrit. La présence de sites de 

pauses aux niveaux des tsp permettrait de ralentir le complexe d’élongation et ainsi de 

permettre au facteur Rho de rattraper ce complexe. Les différentes études réalisées sur les 

sites tsp ont pu montrer que ces derniers ne sont pas responsables de la spécificité de la 

terminaison Rho-dépendante. Bien qu’ils soient indispensables pour la terminaison, ils 

peuvent être remplacés par d’autres séquences induisant des pauses transcriptionnelles [57].  

Ces différents résultats semblent indiquer que le site rut est l’élément essentiel des 

terminateurs Rho-dépendant. Le site de terminaison de la transcription est, quant à lui, moins 

important et peut-être aisément remplacé tant que la séquence contient un site permettant 

d’induire une pause du complexe d’élongation. 

 Activité ATPase de Rho 2.3)

Le site de fixation de l’ATP est localisé à l’interface des domaines C-terminaux des 

différents protomères et il est composé des résidus 167 à 419 [108]. Rho est capable 

d’hydrolyser n’importe quelle NTPs, mais son efficacité est maximale pour l’ATP [104]. Il 

possède les caractéristiques des motifs Walker A et B qui sont retrouvées dans les autres 

ATPases [26,128]. Le motif Walker A, connu également comme le motif structural P-loop, est 

constitué de la séquence consensus G/AXXXXGKT/S où X correspond à n’importe quel 

acide aminé. Le motif Walker B a pour séquence consensus ϕϕϕϕD où ϕ représente un acide 

aminé hydrophobe [128]. Ces motifs aident à la liaison et au positionnement de l’ATP dans le 

site de liaison.  

Les études des homologies de structure ainsi que les analyses phylogénétiques 

indiquent que Rho est un membre de la superfamille des NTPases à P-loop. Il possède de 
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nombreuses homologies de structure du domaine de liaison à l’ATP comme la F1 ATP 

synthase, RecA ou de PspF qui sont toutes des ATPases et des moteurs protéiques [129-131]. 

Rho possède également des homologies de structure avec d’autres hélicases hexamèriques 

comme RuvB et DnaB chez E.coli ou la T7 DNA hélicase [132]. Toutes ces protéines font 

partie de la superfamille des NTPases à P-loop et possèdent des homologies de structures avec 

Rho [133]. 

 

Les études cristallographiques de Rho lié à l’ATP ont pu montrer que chacun des 

monomères possèdent 1 site de liaisons à l’ATP et qu’ils sont également liés à l’ARN (Figure 

8B) [14]. Ces sites peuvent-être divisés en différents états dépendant de la conformation de la 

protéine : un état très stable (T*) et 3 états moins stables (T, D et E). L’état T* est une 

conformation prise par deux sous-unités de Rho dans lesquels l’hydrolyse de l’ATP peut se 

faire. Cette conformation est stable et lie fortement à la fois l’ATP. L’état T est une 

 

Figure 9 : Représentation schématique du modèle « The one nucleotide per ATP ». 

Les différentes sous-unités du facteur sont représentées par des mains (A-F) et chaque 

nucléotide du fragment d’ARN est représenté par une sphère numérotée. La main rouge 

représente la sous-unité prête à hydrolyser l’ATP et ayant la plus forte interaction avec 

l’ATP (État T*). Les mains orange représentent les sous-unités dans les différents états T*, T 

et E. La main verte représente l’état D, celui ayant le moins d’affinité pour l’ARN. Le 

modèle « The one nucleotide per ATP » propose que pour chaque cycle d’hydrolyse de 

l’ATP, la sous-unité avec le plus d’affinité pour l’ARN (main rouge) libère un nucléotide du 

fragment d’ARN du côté 5’ et qu’à l’inverse, la sous-unité ayant le moins d’affinité (main 

verte) fixe un nucléotide du côté 3’ du fragment d’ARN. Ceci permet au facteur Rho de se 

déplacer le long de l’ARN dans le sens 5’3’ en avançant d’un nucléotide par cycle 

d’hydrolyse de l’ATP [27]. 
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conformation prise par deux sous-unités de Rho lorsque ces derniers sont liés à l’ATP. L’état 

D est une conformation prise lorsque l’hydrolyse a eu lieu et que le site est lié au produit de 

dégradation de l’ATP. Le dernier état, l’état E, correspond à une conformation où le site de 

liaison à l’ATP est libre. De plus, les états des sites de liaison à l’ATP qui le lient très 

fortement (T*) sont également liés fortement à l’ARN. À l’inverse, les sites de liaison à l’ATP 

faible sont faiblement liés à l’ARN [27].  La transition entre ces différents états serait due à 

des changements de conformation qui modifieraient les positions des boucles Q et R des sous-

unités adjacentes et induiraient des changements allostériques des sites de liaison de l’ARN. 

Ces modifications de la structure de Rho sont en corrélation avec le modèle proposé : « the 

one nucleotide per ATP » (Figure 9) [14]. Ce modèle propose que l’hydrolyse de l’ATP se 

déroule dans un ordre précis et que Rho remonte l’ARN à raison d’un nucléotide par molécule 

d’ATP hydrolysé.  

 Activité Hélicase de Rho 2.4)

Comme nous avons pu le voir précédemment, Rho possèdent de nombreuses 

homologies de structures avec différentes hélicases d’E.coli ou de bactériophage [132]. Rho 

possède une activité hélicase ARN dépendante de l’hydrolyse de 3 molécules d’ATP [60]. 

Cette activité permet, in vitro, la dissociation d’un complexe ADN : ARN en aval d’un site rut 

[49]. Rho se déplace sur l’ARN simple brin dans le sens 5’3’ jusqu’à atteindre le complexe 

d’élongation [134].  

Rho, lors de sa translocation sur le brin d’ARN, est capable d’outrepasser les 

structures secondaires de l’ARN sur le transcrit naissant [135]. Ces structures vont, par contre, 

altérer la vitesse de translocation de la protéine. En effet, la présence de ces structures 

secondaires en aval du site rut influence négativement cette vitesse [53]. Rho est également 

capable, au cours de sa translocation, de désagréger, de façon ATP-dépendante, un complexe 

streptavidine lié à un ARN biotynilé [136]. Rho est donc capable de dissocier différents 

complexes liés de manière non covalente à l’ARN en cours de transcription. Ces différentes 

informations permettent de suggérer que l’activité hélicase de Rho aurait un rôle dans la 

dissociation du complexe d’élongation de l’ARNm en cours de synthèse. 

 Modèle de terminaison Rho-dépendante 2.5)

La terminaison Rho-dépendante est un mécanisme complexe qui se déroule en 

différentes étapes. Bien qu’une grande partie de la terminaison soit actuellement plutôt bien 
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comprise, il reste encore plusieurs zones d’ombres. Il existe de nombreux modèles permettant 

d’expliquer la terminaison Rho-dépendante. Au cours de ce chapitre, le modèle global qui 

vous sera proposé se basera sur deux modèles en relation avec la translocation de Rho sur 

l’ARN. Ces modèles sont « the one nucleotide per ATP » ainsi que le modèle « Tethered-

tracking » [14,137]. Le modèle « the one nucleotide per ATP » propose qu’à chaque cycle 

d’hydrolyse de l’ATP, la sous-unité ayant la plus forte affinité pour l’ARN (État 

conformationel T*) libère un nucléotide du côté 5’ de l’ARN et interagit avec un nucléotide 

du côté 3’ de l’ARN (Figure 9) [27]. Le modèle « Tethered-tracking » propose, quant à lui, 

que lors de la translocation de Rho sur l’ARN, ce dernier reste lié au site rut au niveau de ses 

sites d’interaction primaire à l’ARN (Figure 10) [20,137]. 

 

Au cours de la transcription, le complexe d’élongation peut transcrire une séquence 

d’ARN ayant un fort ratio C:G présentant peu ou pas de structure secondaire : le site rut. Le 

facteur Rho, dans une conformation d’anneau ouvert, va reconnaitre le site rut et se lier à ce 

dernier grâce à ses sites d’interaction primaire à l’ARN présents dans le domaine N-terminal 

de la protéine. Ces interactions vont permettre de positionner l’ARNm en cours de 

transcription au centre de l’anneau afin de favoriser les interactions avec les sites 

d’interactions secondaires présent au niveau du domaine C-terminal de Rho [58]. Ces 

 

Figure 10 : Représentation schématique du modèle « Tethered-tracking » d’après 

[20]. 

A) Le facteur Rho (en rouge) lié à une séquence d’ARN (en noir) par son site rut (en 

jaune) au niveau des sites d’interaction primaire aux ARN (NTS, en cyan) ainsi qu’aux 

sites d’interactions secondaires aux ARN (SBS, en vert). B) Le modèle Tethered-tracking 

propose que lors de la translocation de Rho le long de l’ARN, ce dernier reste lié au site 

rut par son site d’interaction primaire aux ARN. Cette translocation va ainsi former une 

boucle d’ARN dont la taille va varier durant cette dernière. 
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interactions avec les sites secondaires vont entrainer l’hydrolyse de molécules d’ATP de 

manière séquentielle qui vont permettre une série de changement conformationel de la 

protéine et conduire ainsi la fermeture de l’anneau [60]. Ces changements vont également 

activer la fonction ATPase de la protéine [14]. À cet instant, Rho est sous une forme d’anneau 

fermé avec l’ARNm en cours de synthèse passant en son centre. Cet ARNm est lié de manière 

stable à Rho par son site rut qui interagit avec les sites d’interaction primaire de la protéine. 

La région d’ARN en aval du site rut est, quant à elle, liée de manière non spécifique aux sites 

d’interactions secondaires (Figure 10). Les protomères de Rho ont pris des conformations 

différentes en fonction de leurs états par rapport à l’ATP (T*, T, D et E) (Figure 9 B et 10). 

L’hydrolyse de l’ATP va se faire de manière séquentielle permettant ainsi de fournir l’énergie 

permettant la translocation de Rho le long de l’ARNm à raison d’un nucléotide par ATP 

consommé (Figure 9). Rho va donc se déplacer le long de l’ARNm en cours de synthèse tout 

en maintenant sa liaison avec le site rut par son site d’interaction primaire. Cette translocation 

dans le sens 5’3’ va continuer le long du transcrit jusqu’à ce que Rho rattrape le complexe 

d’élongation arrêté au niveau du site de terminaison de la transcription. 

 

 

Figure 11: Représentation schématique des différents modèles de terminaison Rho-

dépendante d’après [8]. 

A) Représentation schématique du modèle « RNA spooling », le facteur Rho tire l’ARN en 

cours de transcription en le tirant du complexe d’élongation. B) Représentation 

schématique du modèle «Hyper translocation», le complexe d’élongation va être déplacé le 

long du brin d’ADN par la translocation du facteur Rho. C) Représentation schématique du 

modèle «allosteric», l’interaction du facteur Rho avec l’ARN polymérase entraine une 

modification de la conformation de l’ARN polymérase entrainant la dissociation du 

complexe d’élongation. 
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Lorsque Rho entre en contact avec le complexe d’élongation, il va entrainer la 

dissociation de ce dernier. Les détails précis permettant d’expliquer cette étape restent encore 

largement inconnus même si l’action de certaines protéines tierces a pu être démontrée dans 

des cas spécifiques [138,139]. La dissociation du complexe d’élongation permet à Rho 

d’initier la dernière étape de la terminaison Rho-dépendante. Cette dernière consiste à libérer 

l’ARNm transcrit en le tirant du complexe hybride ADN-ARN  grâce à son activité hélicase 

[55,140]. Ici aussi, plusieurs modèles ont été proposés afin d’expliquer cette étape (Figure 

11). Le modèle « RNA spooling » propose que Rho extrait l’ARN du complexe d’élongation 

en utilisant l’énergie issue de son activité ATPase pour séparer l’hybride ADN-ARN (Figure 

11 A) [26]. Le modèle « Hyper translocation » propose que la translocation de Rho puisse 

pousser le complexe d’élongation de long de l’ADN matrice sans que ce dernier puisse 

transcrire la séquence d’ARN complémentaire (Figure 11 B). Ceci permet à Rho d’avoir accès 

à l’hybride ADN-ARN [141]. Le modèle « allostéric » propose que Rho modifie le site 

catalytique de l’ARN polymérase par des changements allostériques entrainant la dissociation 

du complexe d’élongation. Pour ce faire, Rho entre dans l’ARN polymérase où il va entrainer 

la dissociation de l’hybride ADN-ARN et des changements conformationnels qui vont 

engendrer l’inactivation du complexe d’élongation et sa dissociation de l’ADN matrice 

(Figure 11 C) [142]. 
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 La traduction 3.

 La traduction est le processus cellulaire permettant la synthèse fidèle d’une protéine à 

partir d’un ARNm. Les protéines jouent un grand nombre de rôles au sein de la cellule, que ce 

soit au niveau des processus permettant la reconnaissance de l’environnement, des réponses 

au stress et de bien d’autres mécanismes. La traduction est un mécanisme essentiel à la survie 

cellulaire. En effet, lors d’études sur les génomes minimaux permettant la survie d’un 

organisme, une grande majorité des 60 gènes essentiels est liée à des protéines impliquées 

dans la traduction dont des homologues ont été identifiés dans toutes les branches de l’arbre 

du vivant [143]. Les ribosomes traduissent l’ARNm par triplets de nucléotides, également 

appelés codons.  

 

 La traduction, comme la transcription, est un processus qui peut être découpé en trois 

étapes : initiation, l’élongation et la terminaison. Ces différentes étapes font intervenir un 

grand nombre de molécules qui permet de réaliser une synthèse protéique. 

 

 Les acteurs de la traduction, 3.1)

 L’Acide RiboNucléique messager 3.1.1)

Comme nous l’avons vu précédemment, l’ARNm est synthétisé à partir d’une 

séquence d’ADN codante. Il s’agit d’une molécule simple brin permettant le passage de 

l’information entre l’ADN et les protéines. La synthèse de l’ARNm ne copie pas seulement la 

séquence codante de l’ADN permettant la synthèse de la protéine, mais également une partie 

des régions en amont et en aval de cette dernière. D’ailleurs, l’ARNm peut être divisé en 3 

régions ayant des fonctions distinctes :  

- La région 5’ UTR (Région 5’ non traduite) contient des éléments de séquences qui 

permettent l’initiation de la traduction, sa régulation ou encore qui intervient sur la 

stabilité de l’ARNm 

- La région codante contenant une ou plusieurs (dans le cas des opérons) séquences 

codante (ORF pour « Open Reading Frame ») permettant la synthèse de la (ou des) 

protéine (s) codée (s) par cet ARNm. L’ORF est défini par deux éléments principaux. 

Le codon initiateur permettant le début de la traduction par le ribosome et le codon 

terminateur. 
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- La région 3’ UTR (Région 3’ non traduite) contient dans la majorité des cas des 

éléments régulateurs. 

Les ARNm, contrairement aux protéines et à l’ADN, sont des molécules extrêmement 

instables. Chez E. coli, la durée de vie de ces derniers peut aller de quelques secondes à plus 

d’une heure, mais il est généralement plus court que le temps de doublement bactérien [144]. 

Cette courte durée de vie des ARNm fait partie des mécanismes permettant aux bactéries de 

répondre rapidement aux changements de conditions environnementales. 

 Le ribosome 3.1.2)

 Le ribosome est la macromolécule au cœur de la traduction. Il a été découvert en 1955 

par des techniques de microscopie électronique [145]. Il s’agit d’une ribonucléoprotéine 

complexe, c’est-à-dire qu’il est composé d’ARNr (ARN ribosomaux) et de protéines. Le 

ribosome a une taille d’environ 200 Å de diamètres et est présent en grande quantité (environ 

15 000 ribosomes / cellule) représentant environ 25 % de la masse totale d’E. coli [146,147]. 

Sa vitesse de synthèse est estimée à 6 – 20 acides aminés / seconde avec un taux d’erreur de 1 

sur 10 000 [148,149]. Il est composé de deux différentes sous-unités. La première sous-unité 

ou petite sous-unité 30S est composée de l’ARNr 16S et de 21 protéines ribosomales (S1 à 

S21) (Figure 12). La seconde sous-unité, nommée grande sous-unité 50S, est constituée 

des ARNr 23S et 5S ainsi que de 34 protéines ribosomales (L1 à L34) (Figure 12). La 

structure des ribosomes est connue depuis 1968 [150,151] et sa structure cristallographique a 

été obtenue en 1983 [152-154]. 

 

 

Figure 12 : Assemblage du ribosome 
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Synthétisé à partir des 7 opérons rrn, les trois ARNr (23S, 16S et 5S) proviennent d’un 

même transcrit qui est clivé et modifié de façon post-transcriptionnelle. Ces ARNr ont un 

grand nombre de séquences courtes complémentaires qui leur permet d’être structurés par des 

repliements de façon extrêmement précise [155]. Les 52 protéines ribosomales sont codées 

par une vingtaine d’opérons localisés à 14 loci différents sur le chromosome d’E. coli [156]. 

L’expression de ses protéines est majoritairement régulée au niveau traductionnel. Lorsque la 

quantité de protéine ribosomale est trop importante, ces dernières inhibent leurs propres 

traductions et entrainent une diminution de la demi-vie de leurs ARNm [157,158]. 

La petite sous-unité 30S contient les sites de fixation des ARN de transfert (ARNt) et 

participe ainsi à la reconnaissance des codons présents sur l’ARNm. L’activité catalytique 

permettant la synthèse des protéines se trouve dans la grande sous-unité 50S. Cette région se 

nomme centre peptidyl-transférase et sa fonction est de former les liaisons peptidiques entre 

les acides aminés. La grande sous-unité 50S contient trois sites (A ou site Aminoacyl, P ou 

site Peptidyl et E ou site Exit) où se fixent ARNt porteurs des acides aminés pendant la 

traduction (Figure 12). Les ARNt transitent d’un site à l’autre par des changements de 

conformations du ribosome et des réactions biochimiques [159,160]. 

 L’ARN de transfert 3.1.3)

 Dès 1955, Francis Crick prédisait l’existence de molécules adaptatrice permettant le 

passage de l’information génétique sous forme d’ARNm en protéine [161]. La molécule 

d’ARNt fut découverte trois ans plus tard et fut l’objet d’importantes études qui ont 

notamment permis la résolution de la structure tridimensionnelle de l’ARNtPhe de levure au 

cours des années 1970 [162-165]. 

 Les ARNt ont une taille moyenne de 76 nucléotides. L’enchaînement des nucléotides 

est spécifique à chaque ARNt et définit ainsi sa structure primaire. Après repliement, l’ARNt 

adopte une structure secondaire caractéristique extrêmement bien conservée sous forme 

« d’une feuille de trèfle ». Cette structure secondaire est formée de cinq régions distinctes. 

Représentation schématique de l’assemblage des ribosomes. Les ARNr 23S et 5S ainsi que 

les protéines ribosomales L1 à L34 vont s’associer pour former la sous-unité 50S. 

L’ARNr 16S et les protéines ribosomales S1 à S21 vont également s’associer pour former 

la sous-unité 30S du ribosome. Les deux sous-unités du ribosome vont s’associer sur 

l’ARNm pour former un ribosome 70S fonctionnel. Le ribosome 70S possède trois sites 

permettant la synthèse des ARNm : le site A, P et E. 
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Parmi ces régions, la tige anticodon contient l’anticodon qui interagit avec le codon présent 

sur l’ARNm tandis que la tige acceptrice est liée à l’acide aminé correspondant à l’ARNt. La 

structure tridimensionnelle de l’ARNt présente une forme caractéristique en forme de « L » 

[162-165]. Ce repliement de l’ARNt permet de positionner le site de fixation de l’acide aminé 

et l’anticodon aux deux extrémités de la molécule. 

 Au cours de la traduction, les ARNt assurent la lecture des codons présents sur 

l’ARNm par l’intermédiaire de leurs anticodons au niveau des sites A et P du ribosome. Les 

61 ARNt peuvent être divisés en trois catégories : l’ARNt initiateur, les 60 ARNt élongateurs 

et les 3 ARNt terminateur. Les 64 ARNt permettent d’apporter les 20 acides aminés naturels 

requis par les 64 codons résultant des différentes combinaisons de trois nucléotides écrits avec 

les bases A, U, C, G de l’ARNm. Ce code est dit dégénéré, car plusieurs codons codent pour 

un même acide aminé. Ils existent donc des ARNt portant le même acide aminé qui 

reconnaissent différents codons, ceux-ci sont appelés ARNt isoaccepteurs. 

 Autres facteurs : 3.1.4)

Il existe également un grand nombre d’autres acteurs moléculaires (protéine ou ARN) 

impliquées dans le mécanisme de traduction. 

- Les aminoacyl-ARNt synthétase (ou synthétases) sont des enzymes qui permettent de 

charger le bon acide aminé sur l’ARNt correspondant. Cette réaction étant spécifique pour 

chaque acide aminé, il existe donc autant de synthétases que d’acides aminés dans la cellule 

[166,167]. 

- Les facteurs d’initiation (IF-1 à 3) sont utilisés lors du démarrage de la traduction. Ils 

permettent de faciliter le recrutement du ribosome sur l’ARNm en stabilisant les interactions 

entre ces derniers [168]. 

- Le facteur d’élongation Tu (EF-Tu) se lie aux aminacyl-ARNt afin de les stabiliser 

avant qu’ils n’interagissent avec le site A du ribosome [169]. 

- Le facteur d’élongation G (EF-G) est utilisé par le ribosome au cours de la 

translocation [169]. 

- Les facteurs de terminaison (RF1 à 3) reconnaissent les codons stop et permettent aux 

ribosomes de se dissocier de l’ARNm [170]. 

- Le facteur de recyclage des ribosomes (RRF pour «Ribosome Releasing 

Factor »)  permet la séparation des sous-unités ribosomales de l’ARNm à la fin de 

traduction. 
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- Les protéines chaperonnes (DnaK, HtpG, …) permettent de faciliter le repliement des 

protéines après leur synthèse. 

- L’hydrolyse du GTP en GDP constitue la source d’énergie permettant la synthèse 

protéique. En moyenne, la liaison d’un acide aminé à la chaîne peptique consomme 4 

molécules de GTP [171]. 

 

 Mécanisme de la traduction 3.2)

 Initiation de la traduction : 3.2.1)

 L’initiation de la traduction commence par la reconnaissance du site de fixation des 

ribosomes (RBS) sur l’extrémité 5-UTR de l’ARNm par la sous-unité 30S (Figure 13). Ce 

dernier est composé de deux éléments distincts. Le premier élément est la séquence dite de 

« Shine-Dalgarno » (SD), complémentaire à l’extrémité 3’ de l’ARNr 16S. Le second élément 

est le codon initiateur de la traduction. Il se situe une dizaine de nucléotides en aval de la 

séquence SD et correspond, dans la majorité des cas, au codon AUG, mais peut également 

être le codon GUG ou UUG [172,173]. Les facteurs IF1 et IF2 et l’ARNt initiateur 

(Aminoacyl ARNtfmet) s’associe au complexe ARNm / sous-unité 30S pour former le 

complexe de préinitiation 30S. Le facteur IF3 s’associe à la sous-unité 30S afin de l’aider à se 

lier à la séquence SD, de placer le codon d’initiation dans le site P de la sous–unité 30S du 

ribosome ainsi qu’en maintenant les sous-unités 30S et 50S dissociées tant que la sous-unité 

30S n’est pas fixé à l’ARNm. Le facteur IF2 aide, pour sa part, l’ARNt initiateur à se lier à ce 

même site P tandis que le facteur IF1 bloque le site A de la sous-unité 30S [168,174]. Les 

différentes interactions, dont notamment l’interaction codon / anticodon, permettent de placer 

le ribosome dans le bon cadre de lecture. Par la suite, l’hydrolyse du GTP par IF2 et la 

séparation d’IF1 et IF3 du complexe permettent le recrutement de la sous-unité 50S et ainsi de 

former un ribosome entier et fonctionnel sur l’ARNm. Ce complexe contient l’ARNm, le 

ribosome contenant l’ARNt initiateur au niveau du site P et les sites A et E vides [175]. 

 Élongation de la traduction 3.2.2)

L’élongation correspond à l’étape d’incorporation des différents acides aminés dans la 

chaîne polypeptidique en croissance. Chaque cycle d’élongation consiste au recrutement d’un 

ARNt chargé par le ribosome de manière « codon spécifique », l’acide aminé correspondant 
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est ajouté à la chaîne polypeptidique puis le ribosome se décale d’un codon sur l’ARNm, 

c’est-à-dire 3 nucléotides. 

 

 

 Au début du premier cycle d’élongation, le site P du ribosome est occupé par l’ARNt 

initiateur et le site A est vide. L’élongation commence par le recrutement dans le site A d’un 

aminoacyl-ARNt lié au facteur d’élongation EF-Tu-GTP dont l’anticodon est complémentaire 

du codon situé dans ce même site. Ce processus est médié par l’hydrolyse de GTP apporté par 

le facteur d’élongation EF-Tu. Une fois l’aminoacyl-ARNt en place sur le site A, il y a 

 

Figure 13 : Cycle de la traduction bactérienne d’après [19]. 

Représentation schématique de l’ensemble du mécanisme de la traduction chez les 

bactéries. 
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formation d’une liaison covalente entre l’extrémité amine de l’acide aminé porté par l’ARNt 

et l’extrémité carboxylée du peptide en cours de formation. Cette action est réalisée par le 

ribosome et ne requiert aucun facteur extérieur. Cette étape effectuée, la translocation de 

l’ARNm au sein du ribosome a lieu grâce au facteur EF-G et à l’hydrolyse d’une molécule de 

GTP. Ceci conduit le déplacement de l’ARNt déchargé du site P au site E et de l’ARNt avec 

la chaîne polypeptidique du site A au site P [176,177]. Ces différentes étapes se répètent 

jusqu’à l’arrivée d’un codon Stop présent sur l’ARNm dans le site A du ribosome qui 

déclenchera la terminaison de la transcription (Figure 13). 

 Terminaison de la traduction : 3.2.3)

 La terminaison intervient lorsqu’un codon stop arrive au niveau du site A du ribosome, 

et est reconnu par les facteurs RF1 ou RF 2. Les codons stop sont au nombre de trois : UAA 

reconnu par RF1, UGA et UAG reconnus par RF2. Lorsqu’un de ces codons arrive au niveau 

du site A, il n’est reconnu par aucun des ARNt, mais par un des facteurs RF1 ou 2. Ces 

molécules ressemblent aux ARNt, mais portent une molécule d’eau. Le facteur RF se place au 

niveau du site A et le ribosome induit une phase d’élongation qui permet la libération de la 

chaîne polypeptidique néo-synthétisée dans le cytoplasme. Aidé par le facteur RF déjà présent 

dans le ribosome, le facteur RF3 intervient ensuite afin d’accélérer la dissociation du 

ribosome. Finalement, les facteurs de recyclage assurent le recyclage des sous-unités du 

ribosome qui pourront être réutilisées pour produire une nouvelle protéine [170,178] 

(Figure 13).  

 Régulation de la traduction  3.3)

 La traduction est une étape très couteuse en énergie pour la cellule. Afin de ne pas 

synthétiser une protéine inutile, la cellule a mis au point différents moyens de régulation pour 

contrôler l’expression des gènes. Comme nous l’avons vu précédemment avec la 

transcription, chaque étape de la traduction peut être régulée de manière très fine.  

 Régulation de l’initiation de la traduction 3.3.1)

Plusieurs mécanismes permettent un contrôle fin de la synthèse de la protéine ou des 

protéines codée par un ARNm. Ce type de régulation peut avoir lieu en même temps que la 

transcription, c’est-à-dire de manière co-transcriptionnelle, ou une fois la transcription de 

l’ARNm achevée. La régulation de la traduction est dépendante d’éléments de séquence 

présents dans l’ARNm et/ou dépendante de liaison de différentes molécules (ARN, protéines, 
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métabolites). Parmi les différentes étapes de la traduction, le démarrage est un des processus 

les plus complexes et représente une phase clé pour la régulation. En effet, inhiber ou activer 

la traduction permet de contrôler la quantité de protéines dans la cellule.  

 Protéine inhibitrice de la traduction  3.3.2)

Il existe un grand nombre de protéines qui, en se liant à l’ARNm, altèrent sa traduction 

et/ou sa stabilité. La fixation d’une protéine sur l’ARNm peut entrainer sa dégradation par le 

recrutement de différentes ribonucléases [179]. Ce mécanisme peut également inhiber la 

traduction lorsque la protéine se fixe au niveau de la séquence SD. Ceci empêche la 

reconnaissance de cette dernière par la sous-unité 30S du ribosome et donc l’initiation de la 

traduction. Il s’agit de ce type de régulation que nous allons voir en exemple. 

Régulation de la traduction de glgCAP par la protéine CsrA 

CsrA (Carbon Storage Regulator A) est une protéine de 61 acides aminés [180]. Il 

s’agit d’un régulateur post-transcriptionnel agissant sur la traduction et la stabilité de ces 

ARNm cibles. CsrA est un régulateur global, autrement dit, il régule un grand nombre de 

voies comme le métabolisme central du carbone, la formation de biofilm ou encore la 

virulence [180-182]. CsrA fait l’objet d’une régulation négative de son activité par les petits 

ARN régulateurs CsrB et CsrC [183,184]. 

Il est composé de 5 feuillets β suivis d’une hélice α et est actif sous sa forme 

homodimèrique [185]. CsrA reconnait la séquence consensus 5’–  RUACARGGAUGU –3’ 

(où R est une purine) incluse dans une structure en tige-boucle dont le motif GGA est localisé 

dans la boucle [186]. 

Comme dit précédemment, CsrA régule un grand nombre de gènes dans plusieurs 

voies métaboliques. Afin d’expliquer comment, nous allons prendre en exemple la régulation 

de la traduction du gène glgC dans l’opéron glgCAP par CsrA [17]. 

 L’opéron glgCAP code pour une ADP-glucose phosphorylase (glgC), une glycogène 

synthase (glgA) et pour une glycogène phosphorylase (glgP) qui font toutes partie de la voie 

de biosynthèse du glycogène. Lorsque les sources de carbones deviennent limitées, la cellule 

doit réduire l’expression des gènes de cette voie métabolique et, dans notre exemple, utilise la 

protéine CsrA pour inhiber la traduction de glgC. Dans ce contexte, CsrA se lie à une 

structure en tige-boucle contenant le motif GGA en amont du RBS de glgC. Il interagit 

également avec un second motif GGA présentent au sein de la séquence SD dans la région 5' 

UTR de l’ARNm de l’opéron glgCAP [187]. CsrA, en se liant à la séquence SD, empêche 
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donc la reconnaissance de cette dernière par la sous-unité 30S du ribosome. Ceci entraine 

l’inhibition de la traduction de glgC et la dégradation de l’ARNm glgCAP par des séries de 

coupures réalisé par des endonucléases (Figure 14) [17,187]. 

 

 Régulation de la traduction par des molécules d’ARN 3.3.3)

La régulation de la traduction peut se faire par l’intermédiaire de protéine (Cf : CsrA), 

de région senseur d’un ligand spécifique dans la région 5’ UTR de l’ARNm (Cf : riboswitch), 

mais elle peut également être induite par des molécules d’ARN régulateurs. Ces différents 

mécanismes vous seront présentés au cours du prochain chapitre.  

 

Figure 14 : Régulation de l’ARNm glgCAP par la protéine CsrA d’après [17]. 

La fixation de la protéine CsrA au niveau du site de fixations des ribosomes de l’ARNm 

glgCAP empêche ces derniers d’initier la traduction de l’ARNm. De plus, cette fixation 

entraine la dégradation de l’ARNm par des endonucléases. 
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 Les ARN régulateurs bactériens 4.

 

Pendant de nombreuses années, la communauté scientifique a pensé que les ARN 

avaient pour seul rôle de servir de support intermédiaire à l’information génétique par les 

ARNm et d’assurer la synthèse protéine par les ARNr et ARNt. La régulation de l’expression 

des gènes était alors exclusivement attribuée aux protéines régulatrices comme les activateurs 

et les répresseurs, qu’ils soient transcriptionnels ou traductionels. 

Cependant, au début des années 1980, deux équipes identifient un petit ARN impliqué 

dans la régulation de la réplication du plasmide ColE1  [188,189]. Ces travaux ont confirmé 

une des hypothèses de Jacob et Monod qui proposait que l’expression des gènes chez les 

bactéries pût être assurée par des ARN, en parallèle de l’activité des protéines régulatrice 

[36]. 

Au cours des années qui suivirent, de plus en plus de petits ARN régulateurs ont été 

identifiés comme impliqués dans des phénomènes de régulation du nombre de copies d’un 

plasmide, de l’expression de gène de transposons ou de bactériophage [189-191]. Ces petits 

ARN sont caractérisés par une petite taille, généralement comprise entre 70 et 400nt et 

n’ayant généralement pas de séquence codante. Ces petits ARN ont été regroupés dans la 

classe des ARN non codants (ARNnc) afin de les différencier des ARNm puis dans la classe 

« small RNA » (ARNs). La question de la présence de ces ARNs sur le chromosome bactérien 

s’est faite de plus en plus grande jusqu’à la découverte par hasard de MicF, premier ARNs 

d’origine chromosomique en 1984 [192]. MicF (pour « mRNA-interference complementary 

RNA ») est un ARNs de 93nt régulant la traduction de la protéine de la membrane externe 

OmpF en s’hybridant à l’ARNm de ce dernier [193]. Jusqu’au début des années 2000, un petit 

nombre d’ARNs d’origine chromosomique furent découverts tels que DsrA en 1995, OxyS en 

1997 ou GcvB en 2000 [194-196]. Ce peu de résultats a suggéré un rôle mineur des ARNs 

dans la régulation de l’expression des gènes bactériens. Mais en 2001, les publications de 3 

articles majeurs ont permis d’entrevoir l’importance des ARNs dans ce type de régulation 

[197-199]. Ces travaux, s’appuyant sur méthodes de comparaison de génome in silico, ont 

permis la découverte d’une soixantaine de nouveaux ARNs sur le génome d’E. coli. Ces 

nouveaux ARNs furent ensuite validés par différentes techniques moléculaires [197-199]. 

Depuis, le développement de nouvelles techniques d’identification des petits ARN à grande 

échelle (Clip-seq) a permis la découverte de centaines de ces molécules sur le chromosome 

bactérien [200]. Cela représente 3 à 5 % des gènes annotés [201]. 
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 Parallèlement aux approches prédictives, des travaux de caractérisation fonctionnelle 

de ces petits ARN ont révélé leur implication dans de très nombreux processus physiologiques 

bactériens, comme le métabolisme du carbone, l’homéostasie du fer, la réponse aux stress 

environnementaux, etc. [202-204]. Ces différents travaux ont également pu montrer que la 

régulation induite par ces petits ARN peut se faire à différent stade de l’expression des gènes. 

Elle peut agir sur la maintenance de l’ADN, au cours de la transcription et/ou de la 

traduction , la stabilité de l’ARNm ou comme « silencer » [204]. Afin de permettre cette 

régulation, ils agissent de différentes façons, que ce soient en interagissant directement avec 

l’ADN, par des changements conformationels de l’ARN, en s’appariant avec d’autres ARN 

ou en se liant à des protéines. Les ARN régulateurs bactériens sont regroupés en 3 classes : les 

ARN CRISPR (« Clustered regularly interspaced short palndromic repeats »), les ARN 

agissants en cis et les petits ARN régulateurs [205]. 

 LES ARN CRISPR : 4.1)

 Le système CRISPR est un système de défense essentiel, distinct de l’interférence à 

l’ARN (ARNi) eucaryote, qui est retrouvé chez les bactéries et les archées. Ce dispositif 

permet aux bactéries de se défendre contre les acides nucléiques étrangers provenant de virus 

ou de plasmides [206]. Il utilise le principe des petits ARN régulateurs afin de détecter et de 

mettre sous silence les acides nucléiques étrangers [6]. Les premiers éléments CRISPR furent 

décrits pour la première fois en 1987 [207]. Les études réalisées sur ces derniers ont depuis 

montré qu’ils constituent une nouvelle classe d’ARN régulateurs bactériens conservée chez 

40 % des bactéries et 90 % des archées [208].  

 Les ARN CRISPR (ARNcr) sont codés par des régions variables de l’ADN constitué 

d’une séquence leader de 550nt suivi par de multiples régions alternants séquences répétées et 

séquences non conservées. Pour être actifs, les ARNcr sont dépendants de l’expression des 

protéines CAS (« CRISPR ASsociated protein ») dont les véritables fonctions restent encore 

mal connues. Ces protéines sont toujours codées directement en amont de la séquence leader, 

mais leurs nombres varie d’un organisme à l’autre [209]. Les protéines CAS s’associent pour 

former le complexe protéique « Cascade » qui va servir à la maturation et au guidage des 

ARNcr [210,211]. La coopération entre les ARNcr et les protéines CAS est essentielle dans le 

système CRISPR. 

 Un Locus CRISPR est formé de séquences pseudo-palindromiques répétées de 21 à 

37nt séparés par de courtes séquences (« spacer ») provenant de l’acide nucléique invasif 
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d’une taille de 24 à 48nt [212]. Ces courtes séquences correspondent à des fragments d’ADN 

phagiques ou plasmidiques provenant d’infection antérieure. Ces régions constitueraient donc 

une « mémoire » et les éléments CRISPR représenteraient ainsi un système immunitaire 

bactérien [213,214]. L’interférence par le système CRISPR repose sur 3 étapes majeures : 

l’intégration de l’acide nucléique invasif dans le locus CRISPR, la biogenèse des ARNcr et 

l’interférence guidée par les ARNcr [6].  

 

 Le mécanisme permettant l’intégration de l’ADN étranger dans le système CRISPR 

est toujours inconnu, mais l’implication des protéines CAS a pu être mise en évidence dans ce 

 

Figure 15 : Interférences guidées par les ARNcr d’après [6]. 

Lors de la pénétration d’ADN étranger dans la cellule, la bactérie va transcrire entièrement 

le locus CRISPR. Ce dernier est ensuite reconnu par les protéines CAS sous forme du 

complexe Cascade ou bien par la RNase III qui vont le découper suivant des motifs répétés 

nommés PAM. L’ARNcr ainsi préparé se lie au complexe Cascade et le guide vers l’ADN 

étranger. Les séquences PAM sont représentées en bleu et les séquences des ARNcr sont 

réprésentées en rouge et gris. 
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phénomène [215]. Au cours de cette étape, un court fragment d’ADN exogène est intégré au 

début du locus CRISPR, entre deux séquences répétées [216].  

La seconde étape majeure consiste en la biogenèse des ARNcr. Dans un premier 

temps, le locus CRISPR est transcrit sous la forme d’un long ARN précurseur de plusieurs 

centaines de nucléotides (Pré-ARNcr). Par la suite, ce transcrit est reconnu soit par le 

complexe Cascade ou soit par la RNase III afin d’être coupé à plusieurs reprises au niveau de 

motifs spécifiques nommée PAM (Protospacer Adjacent Motifs) [217,218]. Ces motifs sont 

présents au niveau des séquences non conservées du locus CRISPR. Ceci génère des ARNcr 

d’une cinquantaine de nucléotides constitués d’une région répétée et d’une région non 

conservée (Figure 15) [211].  

La dernière étape correspond à l’interférence guidée par les ARNcr. Ce mécanisme 

d’interférence peut être utilisé par la bactérie de multiple manière. L’ARNcr peut rester lié au 

complexe Cascade et être guidé vers leur cible pour induire la répression des gènes [210]. Il 

peut également cibler indépendamment des protéines CAS les molécules d’ADN/ARN 

(Figure 15) [214]. Le mécanisme permettant cette régulation est encore mal compris, les 

différentes études suggèrent que les éléments CRISPR agissent sur la dégradation de l’ADN 

ou sur la modification des nucléotides. 

 

 Les ARN agissants en cis  4.2)

Au cours du temps, les régions 5’ UTR de certains ARNm ont évolué afin de devenir 

de véritables senseurs de l’état métabolique de la cellule. Ces régions 5’ UTR, communément 

appelées « riboswitch », sont capable de fixer des toutes sortes métabolites (Magnésium, 

lysine, guanine, etc.) sans l’aide d’un quelconque cofacteur [219]. Ils existent également les 

T-box qui, quant à elle, sont des senseurs des ARNt et vont moduler l’expression des 

aminoacyl-ARNt synthétases [220]. Les thermosenseurs sont le troisième membre de cette 

famille. Ces derniers sont capables de détecter les variations de température et d’ajuster 

l’expression des gènes qu’ils régulent afin d’optimiser leurs expressions [221]. 

 

 Les riboswitchs  4.2.1)

Le riboswitch ou riborégulateur est une région structurée de l’ARN, retrouvé dans les 

régions 5’ UTR de certains ARNm. Ces éléments permettent la régulation de l’expression des 

gènes en aval suite à la liaison d’un ligand spécifique [222-226]. Dans la majorité des cas, un 
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riboswitch est composé de deux éléments : un domaine aptamère extrêmement structuré qui 

permet la reconnaissance du ligand et un domaine régulateur nommé plateforme d’expression 

impliqué dans la régulation de l’expression de l’ARNm. La fixation du ligand sur l’aptamère 

entraine une modification de la conformation du domaine régulateur et amène une régulation 

positive ou négative de l’expression du gène en aval du riboswitch [227]. De manière 

générale, le ligand reconnu par le riboswitch est directement relié au métabolisme des gènes 

sous le contrôle de du riboswitch [227]. 

 

 

Afin de mieux expliquer ce mécanisme, nous allons prendre en exemple la régulation 

de l’initiation de la traduction du gène lysC, gène codant pour l’aspartokinase III intervenant 

dans la voie de synthèse de la lysine (Figure 16). L’ARNm de lysC contient dans sa région 

5’UTR un riboswitch sensible à la présence de lysine [23]. En absence de ce métabolite, le 

riboswitch a une structure permettant aux ribosomes de se lier au RBS et d’initier la 

traduction du gène lysC. À l’inverse, en présence de lysine, le riboswitch se lie à ce métabolite 

et ceci entraine un changement de conformation de la plateforme d’expression. Cette 

modification de la structure de ce domaine entraine la formation d’une structure en tige-

boucle masquant le RBS et inhibant ainsi la traduction de lysC. De plus, ces changements de 

 

Figure 16 : Régulation de l’ARNm lysC par un riboswitch d’après [23]. 

En absence de lysine, la structure de la région 5’ UTR du gène lysC adopte une 

conformation dite tige acceptrice. Cette configuration permet la fixation des ribosomes et 

la traduction de l’ARNm. En présence de lysine, cette dernière se lie à la région 5’ UTR de 

l’ARNm et entraine une modification de la conformation de cette région. Ceci permet des 

interactions entre la tige acceptrice et la région P1 de l’ARNm formant alors une tige 

inhibitrice qui va masquer le RBS dans une structure en tige-boucle. Cela conduit à une 

inhibition de la traduction de l’ARNm lysC. 
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conformation de la région 5’UTR permettent le recrutement de la RNase E et induisent la 

dégradation de l’ARNm [23].  

 

 Les thermosenseurs  4.2.2)

 Dans la majorité des cas, les thermosenseurs sont des activateurs traductionnels dont le 

mécanisme est basé sur une dénaturation progressive de la région 5’ UTR de l’ARNm en 

fonction de la température [228]. En effet, le RBS est souvent piégé dans une structure 

secondaire stable à basse température. Lorsque la température augmente, la structure en tige-

boucle devient instable ce qui entraine la libération du RBS. À ce moment, la sous-unité 30S 

du ribosome reconnait le RBS et initie la traduction de l’ARNm. 

La régulation du gène cspA (Cold-Shock Protein) chez E. coli est un exemple de 

régulation par un thermosenseur (Figure 17) [22]. CspA est une protéine chaperonne d’ARN, 

très fortement induite lors d’un choc thermique entrainant une diminution de la température 

[229]. 

 

 

 

Figure 17 : Régulation de l’ARNm cspA par un thermosenseur d’après [22]. 

À une température de 37°C, la conformation de la région 5’ UTR forme une structure en 

tige boucle au niveau de la séquence SD de l’ARNm cspA. Ceci entraine une inhibition de 

la fixation des ribosomes et donc une inhibition de la traduction de l’ARNm. En cas de 

choc thermique entrainant une diminution de la température, la région 5’ UTR va changer 

de conformation et ainsi modifier ces structures secondaires. Cela est le cas notamment de 

la structure en tige boucle masquant la séquence SD. Ce changement de conformation 

entraine la libération de la séquence SD permettant ainsi aux ribosomes d’initier la 

traduction de l’ARNm cspA. 
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À 37°C, la région 5’UTR de l’ARNm cspA est composée d’une structure en tige-

boucle d’une centaine de nucléotides résultant d’interactions longues distances entre la région 

5’ UTR et la région codante. La région initiatrice de la traduction se retrouve emprisonnée 

dans une structure secondaire entrainant une inhibition de la traduction. Ces structures 

secondaires forment de nombreuses régions d’ARN double brin reconnu par les RNases et 

entraine une instabilité de l’ARNm. Lorsque la synthèse de l’ARNm cspA est réalisée à une 

température inférieure à 20°C, la région 5’ UTR s’ordonne dans des structures secondaires 

thermodynamiquement moins stables qu’à 37°C. Elle se replie en une structure ramifiée 

formée par plusieurs boucles de tige de longueur limitée générée par l'interaction de 

nucléotides contigus. Ces réarrangements positionnent le RBS dans des structures secondaires 

favorisant la traduction. De plus, l’ARNm est fortement stabilisé dans ces conditions par 

l’intermédiaire de différents mécanismes dont l’inactivation de la machinerie de dégradation 

des ARN et la protection de l’ARNm par les ribosomes [22]. 

 Les petits ARN régulateurs bactériens 4.3)

Les petits ARN régulateurs constituent la majorité des ARN régulateurs bactériens. Ils 

peuvent être divisés en 3 catégories distinctes. La première catégorie correspond aux petits 

ARN régulateurs interagissants avec les protéines. Dans la majorité des cas, ces derniers 

interagissent avec un facteur de régulation en mimant la structure de leurs ARNm cibles 

[230]. La seconde classe regroupe les petits ARN régulateurs codés en cis. Ces ARNs sont 

directement transcrits à partir du même locus que leur ARNm cible, mais à partir du brin 

d’ADN complémentaire. Cette particularité permet à ces petits ARN d’être parfaitement 

complémentaire à leur cible et d’agir sans l’aide de la protéine Hfq [9,231]. La dernière classe 

de petit ARN correspond à ceux codés en trans. La majorité des petits ARN régulateurs 

bactériens connus sont dans cette classe. Ces ARNs sont transcrits à partir de loci différents 

de leurs cibles. Dans la majorité des cas, l’appariement entre l’ARNs régulateur et sa cible se 

fait par des interactions partiellement complémentaires.  

choc thermique entrainant une diminution de la température, la région 5’ UTR va changer 

de conformation et ainsi modifier ces structures secondaires. Cela est le cas notamment de 

la structure en tige boucle masquant la séquence SD. Ce changement de conformation 

entraine la libération de la séquence SD permettant ainsi aux ribosomes d’initier la 

traduction de l’ARNm cspA. 
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 Les petits ARN régulateurs ciblant les protéines 4.3.1)

Chez les bactéries, de nombreuses protéines régulent à un niveau post-transcriptionnel 

une grande quantité d’ARNm. Dans certains cas, ces protéines régulent directement leurs 

propres expressions en interagissant avec leurs propres ARNm. Ce type de rétro-inhibition 

peut être observé dans différentes voies métaboliques ou sur des gènes impliqués dans la 

traduction [230,232]. Dans ces cas, le petit ARN adopte une structure mimant les sites de 

reconnaissance des cibles sur l’ARNm de ces protéines régulatrices. Dans d’autres 

circonstances, cette régulation se fait par l’intermédiaire de molécules d’ARN synthétisées à 

partir d’un locus différent. Ici aussi, ces ARN vont piéger les protéines régulatrices en mimant 

leurs cibles naturelles. Ces protéines sont généralement des régulateurs post-transcriptionnels 

comme CsrA ou transcriptionnels comme des facteurs sigma [233,234]. Les avantages de 

piéger ces protéines par des petits ARN sont nombreux. En effet, cela permet de réguler 

rapidement, de manière coordonnée et indirecte l’expression d’un grand nombre de gènes. De 

plus, ces effets sont facilement réversibles dû à la faible durée de vie de ces petits ARN. 

 

 

Figure 18 : Structure secondaire des petits ARN CsrB et CsrC d’après [15]. 

A) Structure secondaire du petit ARN CsrB, les régions de fixation du facteur de 

transcription CsrA sont représentées en gras. B) Structure secondaire du petit ARN CsrC, 

les régions de fixation de CsrA sont représentées en gras. 
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Un parfait exemple de ce mécanisme est la régulation de la protéine CsrA par les petits 

ARN CsrB et CsrC (Figure 18). Comme expliqué précédemment, CsrA est un régulateur post-

transcriptionel global intervenant dans un grand nombre de voies métaboliques, notamment le 

métabolisme central du carbone. Il est donc essentiel pour la bactérie de réguler l’activité de 

CsrA sans pour autant inhiber totalement son activité. La bactérie a des besoins énergétiques 

variables au cours de ses différentes phases de croissance. Dans la majorité des cas, cette 

énergie est pourvue par la glycolyse avec la dégradation du glucose. En phase exponentielle, 

les bactéries vont utiliser cette énergie pour se multiplier. En phase stationnaire, les besoins 

énergétiques des bactéries diminuent. Elles adaptent donc l’expression de leurs gènes pour 

favoriser la glycogenèse au détriment de la glycolyse. Chez E. coli, cette régulation est en 

grande partie réalisée par la protéine CsrA [180]. En phase stationnaire de croissance, 

l’expression de petits ARN CsrB, CsrC permet la régulation de l’activité de CsrA [233]. Ces 

petits ARN possèdent des motifs répétés riches en purine, notamment en motif GGA, 

localisée à la fois dans des régions d’ARN simple brin et dans des structures en tige-boucle. 

La présence de ces motifs mime les sites reconnus par CsrA sur l’ARNm et permet à ces 

petits ARN de titrer la protéine CsrA [235]. CsrB possède 18 fois le motif GGA permettant la 

séquestration de 9 dimères CsrA (Figure 18 A) [183]. Ce même motif se retrouve 9 fois sur 

CsrC (Figure 18 B) [184].  Ces caractéristiques font qu’en présence de ces petits ARN, la 

concentration de CsrA libre dans la cellule est fortement diminuée. Il n’est donc plus capable 

de réguler aussi efficacement ces différentes cibles. Ceci entraine donc un basculement du 

métabolisme du glucose de la glycolyse vers la glycogenèse. La stabilité des petits ARN CsrB 

et CsrC est contrôlée négativement la protéine CsrD avec le concours de la RNase E [236]. 

 

 Les petits ARN régulateurs en cis : 4.3.2)

 

Les petits ARN régulateurs en cis ou ARN anti-sens (ARNas) ont été les premiers 

petits ARN régulateurs identifiés chez les bactéries. Ces ARNas sont transcrits à partir du brin 

d’ADN complémentaire au brin codant les gènes dont ils régulent l’expression. Cette situation 

assure une complémentarité parfaite et généralement assez étendue de séquence avec 

l’ARNm. La plupart de ces ARNas proviennent de bactériophages, de plasmides ou de 

transposons et servent à maintenir un nombre optimal de copies de cet élément génétique 

[231].  La fonction de ces ARNas au niveau de ces éléments génétiques est plutôt bien 

comprise, ce qui n’est pas le cas pour les ARNas exprimés à partir du chromosome bactérien 
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[204]. Une partie de ces ARNas chromosomiques ont une fonction antitoxine permettant de 

limiter l’expression de protéine toxique à forte concentration cellulaire [237]. Ils sont 

également impliqués dans la réponse à certains stress ou dans la virulence. Les mécanismes 

permettant cette régulation agissent sur la transcription, la traduction ou la stabilité des 

ARNm cibles [9]. À l’inverse des petits ARN régulateurs en trans, la régulation des ARNm 

par les ARNas n’est pas obligatoirement dépendante de la protéine Hfq [231,238]. En effet, la 

structure de l’ARNm cible et celui de l’ARNas est essentielle pour permettre une liaison 

rapide entre ces derniers et une régulation efficace [238].  

4.3.2.1) L'ARNas AmgR : régulateur de la virulence chez S. enterica : 

 

 Lors des premières étapes de l’infection d’un hôte par S. enterica, la bactérie doit 

synthétiser un certain nombre de facteurs de virulence pour initier la colonisation de l’hôte. 

Au cours de l’infection, la survie de ces bactéries dépendde leurs capacités à camoufler leur 

présence au système immunitaire. Pour ce faire, elles doivent limiter la synthèse des facteurs 

de virulences [11]. La découverte d’un ARNas chromosomique d’une taille de 1.2kb nommé 

AmgR permet de mieux comprendre ce mécanisme (Figure 19). 

 

 

 

Figure 19 : Régulation de l’ARNm mgtC par le petit ARN AmgR d’après [11]. 

Le facteur de transcription PhoP, une fois phosphorylé, active la transcription de l’ARNm 

mgtCBR ainsi que du petit ARN AmgR présent sur le brin complémentaire. Lorsque la 

concentration du petit ARN AmgR devient suffisante, il s’apparie avec l’ANRm mgtCBR 

au niveau de ses régions complémentaires et entraine ainsi la dégradation de l’ARNm 

cible. L’expression des deux ARN n’est pas égale, l’ARNm mgtCBR est plus fortement 

exprimé que le petit ARN AmgR. Ce mécanisme permet d’obtenir une production des 
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AmgR est complémentaire d’une grande partie de l’opéron mgtCBR. Plus exactement, 

cette complémentarité englobe une partie de la région 5’ UTR ainsi que l’intégralité du gène 

mgtC. L’appariement de l’ARNas AmgR avec cet ARNm est  indépendant de la protéine Hfq. 

Cette interaction entraine une dégradation des ARN par l’intermédiaire de la RNase E. MgtC 

est une protéine indispensable à la virulence, à la survie intramacrophagique et lors de 

carences en Mg
2+

 [239]. Bien que synthétisé à partir de différents promoteurs, ces deux ARN 

sont contrôlés par le même facteur de transcription PhoP. Lors d’une carence en Mg
2+

, PhoP 

active l’expression des deux ARN à la fois. Mais la transcription des deux ARN n’est pas 

équivalente, l’ARNm codant l’opéron mgtCBR est plus fortement exprimé que l’ARNas 

AmgR. Cette différence permet l’accumulation des protéines de l’opéron, notamment celle de 

MgtC, jusqu’à ce que la concentration d’AmgR devienne suffisante pour induire la régulation 

de l’expression de l’opéron. Ce mode d’action met en évidence l’utilisation d’un petit ARN 

régulateur comme d’une horloge biologique permettant l’expression d’un gène en réponse à 

un besoin [11]. 

 

4.3.2.2) L’ARNas GadY : acteur de la maturation de l’ARNm gadXW : 

 Un des principaux systèmes de réponse d’E. coli face à une acidification de 

l’environnement extérieur est d’induire l’expression des deux glutamate décarboxylases GadA 

et GadB. Cette induction se fait par l’intermédiaire de différents facteurs protéines comme 

GadE, GadX et GadW. Les protéines GadX et GadW sont codées à partir d’un même ARNm 

gadXW. Ce dernier est instable en absence de stress acide et est rapidement dégradé par la 

cellule. Lors de l’expression du facteur σ
S
, la bactérie va transcrire un ARNas de 105 

nucléotides nommés GadY [240]. Le gène codant GadY se trouve dans la région intergénique 

(IG) de l’opéron gadXW et est complémentaire à la région 3’-UTR de gadX. La liaison de 

Le facteur de transcription PhoP, une fois phosphorylé, active la transcription de l’ARNm 

mgtCBR ainsi que du petit ARN AmgR présent sur le brin complémentaire. Lorsque la 

concentration du petit ARN AmgR devient suffisante, il s’apparie avec l’ANRm mgtCBR 

au niveau de ses régions complémentaires et entraine ainsi la dégradation de l’ARNm 

cible. L’expression des deux ARN n’est pas égale, l’ARNm mgtCBR est plus fortement 

exprimé que le petit ARN AmgR. Ce mécanisme permet d’obtenir une production des 

protéines MgtC, MgtB et MgtR suffisante avant que la concentration du petit ARN AmgR 

entraine la dégradation de l’ARNm. 
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GadY à l’ARNm stabilise ce dernier. Cette stabilisation est induite par une maturation de 

l’ARNm par la RNase III qui va couper le transcrit en deux dans la région d’appariement 

GadY/gadXW et générer 2 ARNm distincts et plus stables permettant la synthèse des 

régulateurs protéiques GadX et GadW (Figure 20) [241]. À l’inverse des autres régulations 

par un ARNas, cette dernière est dépendant de la protéine Hfq.  

 

 Les petits ARN régulateurs en trans 4.4)

Les petits ARN régulateurs codés en trans sont une des classes d’ARN régulateurs 

ayant un rôle majeur dans la cellule dû fait de leurs capacités à réguler un ensemble de gène 

d’une même voie physiologique (Figure 21 B). À l’inverse des ARNas, ces ARN sont 

majoritairement transcrits à partir d’un locus différent de sa cible, généralement dans une 

région intergénique [242]. Ils ont une taille comprise entre 50 et 300 nucléotides et sont 

hautement structurés. La régulation induite par ces petits ARN est entièrement dépendante de 

la protéine Hfq, et ce pour plusieurs raisons. En absence d’Hfq, ces ARN sont extrêmement 

instables et sont rapidement dégradés par la cellule. De plus, Hfq facilite l’appariement du 

 

Figure 20 : Stabilisation de l’ARNm gadXW par le petit ARN GadY d’après [9]. 

Dans des conditions normals, l’ARNm gadXW est synthétisé par la cellule. Cet ARNm est 

naturellement instable et rapidement dégradé par la cellule. Lors de certains stress, la 

cellule va synthétiser le petit ARN GadY présent sur le brin complémentaire de l’ARNm 

gadXW. GadY est complémentaire de la région intergénique entre gadX et gadW. 

L’appariement de ce petit ARN, par l’intermédiaire d’Hfq, forme un complexe ARN : ARN 

reconnu par des ribonucléases qui va entrainer un clivage de l’ARNm en deux entités 

stables gadX et gadW. 
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petit ARN avec son ARNm cible. [243,244] Bien qu’il existe un grand nombre de tailles et de 

structures variables, trois éléments sont communs et invariable à ces petits ARN : une région 

d’appariement avec l’ARNm cible, un site de fixation de la protéine Hfq et un terminateur 

Rho-indépendant se trouvant en 3’ de l’ARNs (Figure 21 A). 

 La région d’appariement avec l’ARNm est une séquence d’une dizaine de nucléotides. 

L’intégralité de cette séquence n’est pas forcément utilisée pour réaliser l’appariement avec sa 

cible, la région d’interaction peut avoir une taille plus réduite de 6 à 8 nucléotides contigus 

[245,246]. En effet, l’appariement du petit ARN régulateur avec sa cible se fait par des 

interactions partiellement complémentaires. Ces derniers peuvent donc tolérer des 

mésappariement permettant de cibler des séquences variées. Il n’est donc pas rare qu’un 

ARNs régulateur puisse interagir avec un grand nombre de cibles différentes. À l’inverse, un 

même ARNm peut également être régulé par plusieurs ARNs en même temps [29,247,248]. 

Le positionnement de cette séquence sur le petit ARN régulateur n’est pas fixe. Elle peut être 

du côté 5’ comme pour le petit ARN RybB, au cœur comme avec RyhB ou du côté 3’ comme 

chez ChiX [28,245,249]. De même, la grande majorité des petits ARN ne possèdent qu’une 

seule région d’appariement, mais il existe des exceptions avec plusieurs de ces régions. C’est 

le cas de GcvB qui possède trois sites d’appariements distincts [250,251]. 

 Le site de fixation d’Hfq sur l’ARN (HBS : « Hfq Binding Site ») est une séquence qui 

n’a pas encore été entièrement définie. Les différentes études effectuées sur ce dernier 

définissent l’HBS comme une région riche en U ou ayant un motif de type (ARN)n positionné 

en amont et/ou en aval d’une structure en tige-boucle [33,252,253]. 

 Le terminateur Rho indépendant est toujours positionné en 3’ du petit ARN. Comme 

cela a déjà été expliqué (Cf : Terminateur intrinsèque), le terminateur Rho indépendant est 

constitué d’une structure en tige-boucle suivie d’une séquence polyU.  

 

  Les petits ARN régulateurs codés en trans sont des régulateurs post-

transcriptionnel. Ils peuvent agir comme activateurs ou comme répresseurs traductionnels en 

fonction de leurs ARNm cibles (Figure 21 B). Le petit ARN DsrA en est un parfait exemple. 

En effet, ce dernier est capable d’activer la traduction de l’ARNm rpoS et d’inhiber la 

traduction de la protéine H-NS [196,254]. La grande majorité des petits ARN régulateurs 

découverts jusqu’à maintenant agissent comme des répresseurs traductionnels. Ces ARN ont 

principalement deux modes d’action non exclusive pour inhiber l’expression de leurs cibles.  
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Figure 21 : Exemple de petit ARN régulateur et de leurs réseaux de régulations 

A) Structure secondaire de quelques petits ARN régulateurs. Les régions d’appariement 

sont surlignées en jaune [12]. B) Réseau de régulation de quelques petits ARN régulateurs. 

Les petits ARN régulateurs sont représentés par des carrés rouges, les facteurs de 

transcription sont représentés par des ovales bleus et les ARNm sont représentés par des 

ovales blancs. Lorsque la liaison d’un petit ARN régulateur avec un ARN est rouge, le petit 

ARN agit comme un inhibiteur et quand il est vert, le petit ARN agit comme un activateur. 

L’intensité de la couleur rouge correspond à l’efficacité de la régulation [29]. 
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Un des modes d’action consiste à inhiber l’initiation de la traduction de l’ARNm. 

Dans ce cas, le petit ARN va s’apparier dans la région 5’UTR de l’ARNm et plus précisément 

au niveau de la séquence SD. Cette interaction forme un ARN double brin qui va empêcher la 

sous-unité 30S du ribosome de se lier à l’ARNm et d’initier la traduction [249,255]. De plus, 

cela peut entrainer la dégradation de l’ARNm. L’absence de traduction va révéler des sites 

cryptiques reconnus par les RNases normalement masqué par les ribosomes [256,257]. Le 

second mode d’action consiste à entrainer directement la dégradation de l’ARNm. 

L’appariement du petit ARN régulateur sur l’ARNm forme un duplex ARN : ARN. Cette 

structure est reconnue par la RNase E qui va cliver ce dernier et entrainer la dégradation du 

petit ARN et de l’ARNm en même temps [258,259].  

Les petits ARN régulateurs peuvent aussi agir comme activateur traductionnel. Dans 

ce cas, l’appariement du petit ARN sur sa cible modifie la conformation de l’ARNm de sorte 

à permettre l’initiation de la traduction. Dans le plus grand nombre de cas, l’interaction du 

petit ARN avec sa cible révèle la séquence SD qui était masqué par une structure secondaire 

empêchant les ribosomes d’initier la traduction [260]. Dans une moindre mesure, les 

changements de conformation de l’ARNm lors de l’interaction avec son ARN régulateur 

augmentent sa stabilité. Dans ce cas, l’appariement inhibe l’action de la RNase E en masquant 

un site de clivage sur l’ARNm [261].  

 

 RyhB et l’homéostasie du fer  4.4.1)

 

 Le fer est un des métaux le plus abondants sur Terre. Il se retrouve sous deux formes 

interchangeables : la forme oxydée Fe
3+

 (fer ferrique) qui est majoritaire et la forme 

réduite Fe
2+

 (fer ferreux). Il peut adopter ces différentes formes en fonction des conditions de 

pH et la teneur en oxygène de l’environnement dans lequel il se trouve. Le fer est un élément 

essentiel à la vie pour la très grande majorité des organismes (animaux, plantes, …). En 

biologie, la forme Fe2+ est incorporée dans les protéines sous forme de groupement 

héminique ou fer-soufre. Dans ces conditions, il agit comme un donneur d’électron ou comme 

catalyseur. Il est également impliqué dans de nombreux processus biologiques comme la 

photosynthèse, le cycle de Krebs, le transport d’oxygène et la synthèse d’ADN [262]. Le fer 

est essentiel pour les bactéries, mais l’acquérir et l’utiliser n’est pas sans difficulté. En effet, 

les bactéries ne sont pas capables d’utiliser le fer sous sa forme oxydée qui est pourtant la 

forme majoritaire dans l’environnement. De plus, l’oxygène en présence du fer favorise la 
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production de dérivés réactifs de l'oxygène (ROS : reactive oxygn species) toxiques pour la 

cellule [263]. Les bactéries doivent donc utiliser différents moyens pour acquérir et détoxifier 

le fer.  

Les bactéries ont développé des systèmes de régulation pour garder un niveau de fer 

optimal, c’est-à-dire assez élevés pour subvenir aux fonctions essentielles et assez faibles afin 

de ne pas être dommageable pour les composantes cellulaires. Ils existent plusieurs 

mécanismes régulants l’acquisition et le métabolisme du fer et le plus important est la 

protéine régulatrice Fur (Ferric Uptake Regulator). Ce régulateur global réprime la 

transcription de la majorité des gènes impliqués dans l’homéostasie du fer et dans différents 

processus cellulaires, mais certaines cibles sont directement régulées  de façon positive [264]. 

De plus, une grande partie de ces gènes sont également régulés de façon post-

transcriptionnelle par le petit ARN RyhB chez E. coli [265].  

Fur est une protéine faisant partie de la famille de régulateur de type Fur qui a environ 

800 homologues chez les bactéries [266]. Cette famille de régulateur affecte l’expression de 

nombreux gène en réponse à différents signaux et inclus les protéines Fur (Fer), Zur (Zinc), 

Mur (Manganèse), Nur (Nickel). Ces différents régulateurs agissent principalement en 

inhibant la transcription de leurs cibles et dans de rares cas en les activant [264,266]. Fur est 

une protéine de 17KDa composé de 2 domaines. Le domaine C-Terminal permet la 

dimérisation de la protéine et contient également deux sites de liaison aux métaux. Le 

domaine N-Terminal permet la liaison de la protéine à l’ADN au niveau des promoteurs de 

ses cibles [267,268]. Fur est une protéine fonctionnelle sous une forme homodimérique 

complexée avec du Fe
2+

 [269]. Le dimère Fur-Fe2+ est un répresseur transcriptionnel. Le 

complexe se lie à l’ADN, dans la majorité des cas, dans la région promotrice de ces 

différentes cibles entre les séquences -10 et -35. Cela bloque l’accès à l’ARN polymérase et 

par conséquent, entraine l’inhibition de l’expression des gènes en aval. Lorsque la 

concentration en fer diminue dans la cellule, Fur se dissocie du Fe2+ et devient inactif. Cela 

permet la dérépression des gènes d’acquisition du fer [263,270]. Plus précisément, Fur se lie à 

l’ADN au niveau de séquence consensus appelé Fur-Box. Ces séquences forme un palindrome 

de 19nt : 5’- GATAATGATAATCATTATC - 3’ [270,271].  Fur régule l’expression de gènes 

impliqués dans l’homéostasie du fer, comme la synthèse et le transport des sidérophores, le 

transport et le stockage du fer et plusieurs protéines liées au fer. Il est également impliqué 

dans d’autres fonctions comme la motilité, le cycle de Krebs, la respiration ou la virulence 

[272]. Cependant, lors d’expérience où Fur était inactif, un certain nombre de ces gènes cibles 

ont vu leurs expressions diminuées de façon inexplicable [273,274]. L’explication de cet effet 
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viendra avec l’identification par bio-informatique et la caractérisation de l’ARN régulateur 

RyhB [197,198]. 

 

 

Figure 22 : Le petit ARN RyhB, régulateur du fer dans la cellule d’après [5]. 

A) Structure secondaire du petit ARN RyhB. La séquence surlignée en orange correspond 

à la région d’appariement du petit ARN et la séquence surlignée en vert correspond au site 

de fixation à Hfq putatif. B) Mécanisme de régulation de l’ARNm sodB par RyhB. Dans 

 

A)
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Chez E. coli, RyhB est un petit ARN régulateur de 90 nucléotides dont la structure 

secondaire est composée de deux tiges-boucles et d’un terminateur Rho-indépendant en 3’ 

[265]. La caractérisation de RyhB a permis de montrer que sa transcription est régulée par Fur. 

En présence de fer, Fur se fixe dans la région promotrice de ryhB et inhibe sa transcription. 

Inversement, lorsque le fer est limitant, la répression de ryhB par Fur est levée et le petit ARN 

est transcrit [265,275]. Chez S. Typhimurium, il existe deux petits ARN homologues de 

RyhB : RfrA et RfrB (RNA for Fur Response) [265,276]. RfrA est un petit ARN de 96 

nucléotides et il est orthologue de RyhB. RfrB est un paralogue de RfrA et a une taille de 98 

nucléotides. Ils partagent plusieurs similarités comme une Fur-box dans leurs promoteurs, une 

structure secondaire similaire et une séquence conservée au niveau des nucléotides 37 à 69 

[277]. 

RyhB est impliqué dans la régulation de l’homéostasie du fer en régulant l’expression 

de plusieurs protéines par des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle [278].  Les 

cibles de RyhB sont en majorité des gènes codant pour des protéines associées au fer dont une 

superoxyde dismutase (sodB), des enzymes du cycle de Krebs comme une succinate 

déshyrogénase (sdhCDAB), des récepteurs de la membrane externe (iroN), une aconitase 

(acnA) et une fumarase (fumA) [35,265].  De plus, des études utilisant des biopuces ont permis 

d’identifier 56 gènes compris dans 18 opérons dont les transcrits sont réprimés par RyhB. La 

majorité de ces gènes sont impliqués dans le métabolisme du fer [279]. Ces résultats montrent 

également que l’expression de RyhB permet l’activation de l’expression de certains gènes de 

façon directe ou indirecte. 

un milieu carencé en fer, RyhB se lie à la région 5’ UTR de l’ARNm sodB, ce dernier 

entraine la dégradation de l’ARNm cible ainsi que sa propre dégradation. C) En absence de 

fer, RyhB se lie à la région intergénique entre les gènes iscR et iscS de l’opéron iscRSUA. 

Cette fixation entraine la dégradation d’une partie de l’opéron comprenant les gènes 

iscSUA ainsi que celle du petit ARN sans affecter la stabilité du gène iscR D) Lors d’une 

carence en fer, RyhB va inhiber la traduction du gène uof en se liant à ce dernier. Le gène 

uof est présent sur le même transcrit que le gène fur. La régulation d’uof par RyhB va donc 

indirectement impacté l’expression de fur. Cette liaison va entrainer la dégradation de 

l’ARNm uof-fur. E) En présence de Fer, l’ARNm shiA est instable et rapidement dégradé 

par la cellule. Lorsque la quantité de fer diminue, cela entraine l’expression du petit ARN 

RyhB qui va se lier à l’ARNm shiA permettant sa stabilisation dans la cellule. 
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RyhB est un petit ARN agissant en s’appariant de façon partielle à sa cible. Son 

activité régulatrice est dépendante de la protéine Hfq (Figure 22 A). Dans la majorité des cas, 

RyhB joue un rôle d’inhibiteur de la traduction et son interaction avec les ARNm favorise 

leurs dégradations [278]. RyhB régule l’expression de ces ARNm cibles par l’intermédiaire de 

4 mécanismes distincts (Figure 22 B, C, D et E) [5]. 

Le premier mécanisme d’action de RyhB est d’inhiber la traduction de l’ARNm cible 

et d’induire sa dégradation par le dégradosome et la RNase E. Un exemple de cette régulation 

est la régulation du gène sodB par RyhB [280]. Dans un premier temps, l’appariement du petit 

ARN RyhB, par l’intermédiaire d’Hfq, au niveau du RBS de l’ARNm sodB inhibe l’initiation 

de sa traduction. Par la suite, le dégradosome est recruté par le complexe RyhB / Hfq / sodB. 

Ce dernier réalise une première coupure de l’ARNm 350nt en aval du site d’appariement. 

Cette coupure produit une extrémité 5’ phosphate (5’ -P) qui est reconnu par la RNase E ainsi 

que par différentes exonucléases. Ces différentes enzymes vont entrainer une dégradation 

rapide de l’ARNm sodB (Figure 22 B) [280]. 

Le second mécanisme d’action de RyhB est de contrôler de manière différentielle 

l’expression des gènes d’un opéron [281]. En effet, RyhB va inhiber l’expression des gènes 

iscSUA de l’opéron iscRSUA sans altérer l’expression du gène iscR. RyhB s’apparie au niveau 

de la région intergénique entre iscR et iscS  de l’opéron iscRSUA. Cet appariement induit la 

dégradation du transcrit en aval, iscSUA. Cependant, iscR est protégé de la dégradation par la 

présence d’une structure secondaire située dans la région 3’ du transcrit (Figure 22 C) [281]. 

Le troisième mécanisme correspond à l’inhibition indirecte de la traduction de certains 

gènes [282]. C’est par ce mécanisme que RyhB régule l’expression de son régulateur Fur. 

L’ARNm fur est co-transcrit avec une ORF située tout juste en amont de fur. Cet ORF, appelé 

uof pour upstream of fur, est la cible de RyhB qui s’apparie au niveau de cette région du 

transcrit. Cela a pour effet de bloquer la traduction de uof, diminuant ainsi celle de fur, et 

d’induire une déstabilisation du transcrit uof-fur (Figure 22 D) [282].  

À l’inverse de tous ces mécanismes, le dernier mécanisme d’action de RyhB est 

d’activer la traduction de l’ARNm cible [3]. C’est le cas de la régulation de l’ARNm shiA par 

RyhB. En absence du petit ARN régulateur, la région 5’ UTR de shiA forme une structure 

double brin emprisonnant le RBS. Cette structure empêche la sous-unité 30S du ribosome 

d’accéder à la séquence SD et donc d’initier la traduction. Lorsque RyhB est exprimé, son 

appariement avec la région 5’ UTR libère le RBS et permet au ribosome d’initier la traduction 

(Figure 22 E) [3]. 
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 GcvB et les acides aminés 4.4.2)

Les acides aminés sont les briques essentielles à la synthèse des protéines. Chez la 

bactérie, les acides aminés sont synthétisés à partir de différentes sources d’azote ou bien 

directement importé du milieu extérieur par différents transporteurs spécialisés. Ces derniers 

vont transporter les acides aminés du milieu extérieur vers le cytoplasme cellulaire afin de les 

faire rentrer dans la synthèse des protéines. Ceci permet à la cellule d’économiser l’énergie 

nécessaire à la synthèse de ces derniers. Ces différents mécanismes, transports et synthèses 

des acides aminés, sont très régulés par la cellule. Cette régulation se fait par l’intermédiaire 

de nombreux mécanismes qui vont moduler l’expression de ces différents gènes en fonction 

des besoins métaboliques et de la disponibilité des sources d’azotes. Parmi ces mécanismes, 

un petit ARN régulateur joue un rôle prépondérant : GcvB. 

 

GcvB (GcvA-regulated sRNA B) est un petit ARN régulateur d’une taille de 200 

nucléotides [195]. C’est un petit ARN régulateur Hfq-dépendant régulant un grand nombre de 

cibles impliquées dans le transport d’acides aminés, de dipeptides et d’oligopeptides 

[195,250,283-285]. Il contribue à la régulation de certains gènes responsables de la synthèse 

d’acides aminés et dans l’expression de facteurs de transcription [250,251,286].  

 

 

 

Figure 23 : Le petit ARN régulateur GcvB, le régulateur de nombreux gènes. 
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GcvB est transcrit de façon divergente du gène gcvA. Son expression est régulée par 

plusieurs systèmes dans la cellule, notamment par les protéines GcvA et Lrp (Leucine 

Responsive Protein) [32,287]. GcvA est un régulateur transcriptionnel impliqué dans le 

système de dégradation de la glycine [288]. En absence de glycine, GcvA est inactivé par 

l’intermédiaire de GcvR [289]. En présence de glycine, cette dernière se lie à GcvR et qui 

libère GcvA. GcvA induit alors l’expression de GcvB ainsi que du système de dégradation de 

la glycine [195,288]. L’expression de GcvB est également régulée par l’action de Lrp. C’est un 

régulateur transcriptionnel majeur, régulant l’expression d’environ 10 % des gènes de E. coli 

[290]. Il contrôle l’expression de gènes impliqués dans le transport et le métabolisme des 

acides aminés, mais également des gènes impliqués dans la formation des pilis [291,292]. Lrp 

régule négativement GcvB en inhibant sa transcription [286]. Un des rôles physiologiques 

supposés de GcvB est de limiter les dépenses énergétiques de la cellule en synthétisant des 

protéines inutiles [286]. En effet, GcvB est fortement exprimé en phase exponentielle de 

croissance et en milieu riche [198,250]. Dans ces conditions, les différents métabolites 

nécessaires à la croissance bactérienne sont présents en abondance. Il n’est donc pas 

nécessaire à la cellule d’exprimer en abondance les différents transporteurs d’acides aminés et 

de gène de synthèse d’acides aminés. 

GcvB est un petit ARN très conservé chez les bactéries à Gram négatif, notamment 

dans les régions impliquées dans les appariements avec les ARNm cibles (Figure 23 A). En 

effet, il a pu être identifié 3 régions d’appariements distincts (R1 à R3) aux ARNm. La 

principale région est R1. Il s’agit d’une région d’ARN riche en G/U avec lesquelles vont 

s’apparier la majorité des ARNm cibles de GcvB. La seconde région, R2, riche en U permet la 

régulation de l’ARNm cycA codant un transporteur d’alanine, de sérine et de glycine 

[286,293]. La dernière région R3 est, quant à elle, impliquée dans la régulation de l’ARNm 

A) Structure secondaire du petit ARN GcvB. Ce dernier possède trois régions 

d’appariement aux ARNm nommés R1, R2 et R3. Ces régions sont représentées surlignées 

en bleu, vert et violet respectivement. B) Premier mécanisme de régulation des ARNm par 

le petit ARN régulateur GcvB. La liaison de GcvB au niveau du site de fixation des 

ribosomes ou aval de ce site entraine l’inhibition de la traduction de ces ARNm de manière 

directe. Cela est le cas pour les ARNm dppA, oppA et yifK. C) Second mécanisme de 

régulations des ARNm par le petit ARN régulateur GcvB. La fixation de GcvB sur 

l’ARNm en amont du site de fixation des ribosomes entraine une inhibition de la 

traduction des ARNm à distance. Cela est le cas pour les ARNm argT, livJ et gltL. 
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phoP codant pour PhoP, composant du système de régulation à deux composants PhoP/PhoQ 

[251]. Il a également été montré que GcvB régule négativement l’expression de l’ARNm lrp 

sans que la région impliquée dans cette régulation n’ait pu être identifiée [286]. 

GcvB est un régulateur traductionnel qui va moduler l’expression de ces ARNm cibles 

en s’appariant avec ces derniers par l’intermédiaire d’Hfq [284,285]. Majoritairement, il induit 

l’inhibition de l’initiation de la traduction par plusieurs mécanismes.  

Le premier mécanisme de GcvB pour inhiber la traduction est de s’apparier à sa cible 

au niveau du RBS ou du codon d’initiation de l’ARNm cible (Figure 23 B). Cette action 

empêche le ribosome de se fixer à l’ARNm et d’initier la traduction. Ce mécanisme est à 

l’origine de la régulation de yifK, cycA, oppA, dppA et sstT [32,283,294,295].  

Le second mécanisme de GcvB consiste à s’apparier à la région 5’ UTR de l’ARNm 

cible et d’induire à distance une inhibition de la traduction (Figure 23 C). En effet, GcvB 

s’apparie à des séquences proches de la région de démarrage de la traduction, mais également 

à des séquences relativement éloignées de ce dernier (50 nucléotides). Cet appariement 

entraine une inhibition de la traduction des ARNm, mais le mécanisme sous-jacent à cette 

régulation n’a pas encore été élucidé. L’hypothèse proposée pour expliquer cette inhibition est 

que l’appariement de GcvB à l’ARNm au niveau de séquence riche en A/C réprimerait un 

activateur traductionnel présent dans la région 5’ UTR de l’ARNm. De plus, cet appariement 

formerait également un signal inhibiteur de la fixation des ribosomes [250]. Ce type de 

régulation est impliqué dans la régulation de argT, csgD, livJ, gltL [250,296]. 

 ChiX et les chitosucres 4.4.3)

Les bactéries peuvent utiliser différents composés naturels disponibles dans 

l’environnement comme source de carbone et/ou source d’azote. Les sucres, produits par les 

plantes, les animaux, les champignons et divers autres micro-organismes, constituent une part 

importante des composés présents dans les milieux naturels. La capacité des bactéries 

d’utiliser plusieurs sources de sucres présente pour ces dernières un avantage compétitif pour 

croître dans un environnement concurrentiel [297]. De nombreuses bactéries sécrètent des 

hydrolases extracellulaires qui dégradent les polysaccharides d’origine naturelle tels que 

l’amidon, la cellulose ou la chitine. Cette dégradation va engendrer la formation de composé 

mono -, di- et oligosaccharides qui sont ensuite absorbés et métabolisés par les bactéries. 

Parmi ces différents polysaccharides, la chitine est une des sources les plus importantes dans 

le domaine du vivant derrière la cellulose. Elle se retrouve notamment dans les cuticules 

externes des insectes, des carapaces des crustacés ou encore dans la paroi de certains 
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champignons [298]. Malgré la présence d'un gène de chitinase, E. coli à l’inverse de S. 

Typhimurium est incapable de dégrader la chitine [299,300]. Cependant, ces deux espèces sont 

capables d’utiliser les résidus de dégradation de la chitine comme le chitobiose, le chitotriose 

et le N-acétylglucosamine [301].  

Une des étapes clé pour leurs utilisations consiste à faire passer ces résidus du milieu 

extérieur jusqu’au cytoplasme à travers la paroi et la membrane plasmique. Chez S. 

Typhimurium, ce mécanisme est lié aux opérons chiPQ et chbBCARFG qui vont permettre le 

passage de ses résidus de chitine au travers de la paroi puis de la membrane plasmique 

respectivement. L’opéron chiPQ code pour la chitoporine ChiP (YbfM) permettant le passage 

du chitobiose du milieu extérieur vers le périplasme et une protéine ChiQ de fonction encore 

inconnu  [28]. Quant à l’opéron chbBCARFG, il code pour des enzymes jouant un rôle dans le 

transport et l’utilisation du chitobiose [302]. L’expression de ses opérons est induite par la 

présence de chitobiose [28,302]. Cette régulation se fait par l’intermédiaire de différentes 

protéines telles que NagC, ChbR et CAP, mais également par le petit ARN régulateur ChiX 

(MicM ou RybC) [28,302-304]. 

ChiX est un petit ARN régulateur de 80 nucléotides dont l’action est Hfq-dépendante 

[28,303]. ChiX réprime fortement l’expression de chiPQ alors qu’il régule positivement 

l’expression de tnaA, ydcN et nirC [28,303,305]. À l’inverse de beaucoup de petits ARN 

régulateurs, ChiX est exprimé de manière constitutive par la cellule, mais sa stabilité est 

régulée en présence de chitobiose. La régulation de et par ChiX présente des mécanismes 

inédits qui vont vous être présenté ci-dessous (Figure 24 B et C). 

Comme dit précédemment, l’expression de ChiX est constitutive, mais en présence de 

chitobiose, il n’est plus détecté dans la cellule [28]. Ce phénomène pourrait s’expliquer par 

deux mécanismes relativement simples. Une des explications pourrait être que le chitobiose 

réprime directement l’expression de ChiX par un riboswitch soit par l’intermédiaire d’une 

protéine régulatrice se fixant sur un opérateur ou alors que le chitobiose induit l’expression de 

l’opéron chiPQ en quantité suffisante pour titrer et dégrader ChiX [28]. Or, il n’en est rien. 

Par contre, le chitobiose induit l’expression de l’opéron chbBCARFG [302]. Cet opéron, 

essentiel pour l’utilisation du chitobiose par la cellule, contient dans la région intergénique 

(IG) entre chbB et chbC une région ARN « leurre » présentant une région d’appariement à 

ChiX [28,305]. ChiX, en se liant à ce leurre, va être dégradé par la cellule [28,305]. Ce 

mécanisme permet d’expliquer comment la présence de chitobiose réprime le niveau de ChiX 

(Figure 24 C).  
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La régulation de chiPQ par ChiX se fait, là aussi, par des mécanismes inédits : la 

polarité induite par un petit ARN. En absence de chitobiose, ChiX et chiPQ sont tous les deux 

exprimés dans la cellule. ChiX réprime la traduction de chiP en s’appariant au niveau de sa 

séquence RBS. Cet appariement bloque ainsi l’initiation de la traduction de ChiP en 

empêchant la sous-unité 30S de se lier à l’ARNm [28,303,305]. Ce type de régulation entraine 

généralement une dégradation de l’ARNm [280,295]. Or dans notre cas, cette régulation altère 

l’expression du second cistron de l’opéron chiPQ par un mécanisme de terminaison prématuré 

de la transcription Rho-dépendant [306]. En effet, le couplage transcription / traduction 

 

Figure 24 : Le petit ARN régulateur ChiX, régulateur des chitosucres d’après [28]. 

A) Structure secondaire du petit ARN ChiX. La région d’appariement de ChiX aux ARNm 

est représentée en rouge et le site de fixation à Hfq est représenté en vert. B) En absence de 

chitobiose, le petit ARN ChiX inhibe la traduction de l’opéron chiPQ ne laissant que 

quelques protéines être synthétisées. C) En présence de chitobiose phosphorylé, ce dernier 

active la transcription de l’opéron chbBCAR qui contient une séquence piège du petit ARN 

dans la région intergénique entre chbB et chbC. Ce piège entraine la dégradation du petit 

ARN et libère ainsi l’opéron chiPQ de sa répression. L’ensemble de ces réactions permet 

l’entrée du chitobiose dans la cellule. 
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protège l’ARNm en cours de synthèse de différentes protéines comme les RNases ou Rho. 

Cette protection est due à un « train » de ribosomes qui suit l’ARN polymérase. Or en 

présence de ChiX, l’appariement de ce dernier sur l’ARNm chiPQ inhibe l’initiation de la 

traduction de l’ARNm provoquant ainsi un découplage transcription/traduction [306]. 

L’ARNm en cours de transcription n’est donc plus protégé par les ribosomes. Rho se lie alors 

à l’ARNm chiPQ au niveau d’un site rut cryptique normalement masqué par les ribosomes 

[306]. L’interaction de Rho avec l’ARNm entraine une terminaison prématurée de la 

transcription inhibant ainsi l’expression de chiQ. Cette terminaison prématurée de la 

transcription dépend à la fois du facteur Rho, mais également de la protéine NusG [306]. 

 

Tous ces mécanismes de régulation des ARNm par des petits ARN régulateurs 

présentés précédemment sont dépendants de la protéine chaperonne d’ARN : Hfq. 
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 La protéine chaperonne d’ARN Hfq  5.

 

La protéine Hfq a été découverte pour la première fois chez E. coli [307]. Elle fut 

d’abord identifiée comme un facteur protéique de l’hôte nécessaire à la réplication du brin 

d’ARN positif du phage Qβ, ce qui lui valut son nom : Host Factor required for phage Qβ 

RNA replication [308]. À l’inverse de la réplication du brin d’ARN négatif, la réplication 

fidèle du brin d’ARN positif nécessite Hfq et la protéine ribosomique S1 [309,310]. Chez E. 

coli, la délétion du gène hfq est très délétère pour la cellule sans pour autant être létal [311]. 

Cette délétion impacte aussi bien la croissance que la forme des bactéries, altère sa résistance 

à différents stress, modifie la composition protéique de sa membrane, etc. [311-314]. Des 

études bioinformatiques ont montré que le gène hfq est présent dans près de la moitié des 

différentes espèces séquencées, sans distinction entre bactéries à Gram positif et négatif  

[315]. Si Hfq est essentiel pour la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs chez 

les bactéries à Gram négatif, il ne l’est pas forcement pour les bactéries à Gram positif 

[316,317]. De plus, des expériences de complémentation ont montré que la protéine Hfq de S. 

Typhimurium ne peut être remplacée par sa protéine homologue de S. aureus ou de Borrelia 

burgdorferi [318]. A contrario, la protéine Hfq d’E. coli peut être complémentée par la 

protéine Hfq de Clostridium difficile pour la plupart de ces fonctions [319]. 

 Expression et régulation  5.1)

 L’expression du gène hfq est relativement complexe et dépendant d’un certain nombre 

de facteurs transcriptionnels et post-transcriptionnels. Le gène hfq fait partie du superopéron 

amiB-mutL-miaA-hfq-hflX-hflK-hflC [311]. Ce dernier contient quatre promoteurs reconnus 

par le facteur sigma de ménage σ
D
 ainsi que par trois promoteurs dépendant du facteur σ

H
 en 

réponse à un choc thermique [320]. Les promoteurs reconnus par σ
H
 servent notamment à 

maintenir un niveau d’expression de la protéine Hfq stable dans des conditions de stress. En 

effet, la présence de protéine Hfq fonctionnelle est considérée comme essentielle pour la 

survie des bactéries à des températures supérieures à 45°C [320]. De plus, la quantité de 

protéine Hfq est régulée par elle-même [321]. En effet, Hfq régule négativement sa propre 

expression en se liant à son ARNm. Il interagit avec deux sites distincts A et B présents sur la 

région 5’ UTR de son ARNm. Le site A est une région riche en uracile en amont d’une tige 

boucle et le site B est une région riche en adenine au niveau du RBS. Ces interactions 

induisent une inhibition de l’initiation de la traduction en bloquant l’accès du RBS à la sous-
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unité 30S du ribosome [322]. L’expression d’Hfq est également régulée par CsrA qui va 

inhiber la traduction de l’ARNm [323]. CsrA se lie à l’ARNm au niveau du même site de 

fixation d’Hfq sur le RBS. Ceci entraine l’inhibition de la traduction de l’ARNm sans 

entrainer sa dégradation [323]. Malgré ces différentes régulations, Hfq est fortement présent 

dans la cellule. Dans des conditions optimales, Hfq est présent entre 50 000 et 60 000 

exemplaires, soit environ 10 000 hexamères [324].  

 Structure  5.2)

La structure de la protéine Hfq est caractérisée par une hélice α en N-terminal suivie par 5 

feuillets β repliés sur eux-mêmes, dont la topologie est β5α1β1β2β3β4 (Figure 25 A). C’est 

une protéine cytosolique qui s’oligomèrise sous forme d’un hexamère en forme d’anneau. 

Hfq, sous sa structure quaternaire à un diamètre d’environ 70Å, une épaisseur de 25Å et d’un 

pore interne de 8 à 12Å [21,325].  Les interactions entre les différents protomères d’Hfq 

permettent de stabiliser la structure quaternaire de la protéine. Notamment, la région 

d’interaction entre deux protomères est formée, en partie, par des interactions hydrophobes 

entre les résidus de l’hélice α d’un protomère et des feuilles β’2 et β’3 d’un autre protomère. 

En outre, les interactions entre les feuillets β4 et le feuillet β’5 du protomère suivant 

stabilisent également la structure. Ces différentes interactions présents sur chaque protomère 

permettent de former une structure continue composée de 30 feuillets β le long de l’hexamère 

permettant de le stabiliser [21,325]. La structure tridimensionnelle de la protéine Hfq peut être 

divisée en 4 zones distinctes : la face proximale arborant l’hélice α, la face distale, le pore 

central et l’anneau externe (Figure 25 B). Chacune de ses zones présente un intérêt pour les 

différentes fonctions de la protéine que nous verrons ultérieurement. 

Hfq est une protéine faisant partie de la superfamille des SM / L-SM (Like-SM) 

protéines [326,327]. Cette superfamille de protéine est présente aussi bien chez les 

organismes eucaryotes que procaryote. Hfq possède les deux motifs très conservés de cette 

famille séparés par une région variable : les motifs SM1 et SM2. Le motif SM1 englobe les 3 

premiers feuillets β (β1β2β3), alors que le motif SM2 est composé du feuillet β4 et β5 

[328,329].  À l’inverse des bactéries où Hfq forme un homohexamère, les protéines SM et L-

SM présentent chez les eucaryotes et les archées forment des hétéroheptamère composées de 

différentes protéines de type SM et L-SM [330-332]. De même que chez les procaryotes, cette 

superfamille de protéine est impliquée dans plusieurs aspects du métabolisme des ARN 

comme l’épissage ou la dégradation des ARNm [333]. 
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Figure 25 : La protéine Hfq au sein des différentes espèces. 

A) Structure cristallographique du protomère d’Hfq (pdb = 2YLB9) [7]. Chacune des 

structures secondaires est représentée par une couleur différente, l’hélice α en rouge suivit 

de 5 feuillets β : β1, β2, β3, β4 et β5 en vert. Le motif SM1 comprend les feuilles β1, β2 et 

β3 et le motif SM2 comprend les feuilles β4 et β5. B) Structure cristallographique de 

l’hexamère d’Hfq (pdb = 2YLB9). Chacune des différentes sous-unités est représentée 

avec une couleur différente. C) Alignement multiple des séquences de différentes protéines 

Hfq bactériennes. La structure secondaire de la protéine Hfq de S. Typhimurium est 

présentée au-dessus de la séquence primaire. Les résidus très conservés sont en rouge 

(>70 % de conservation) et ceux parfaitement conservés sont écrits en blanc dans un carré 

rouge (100 % de conservation). Les différentes espèces bactériennes utilisées lors de cet 

alignement sont : Salmonella Typhimurium (SALTY), Escherichia coli (ECOLI), Yersinia 

pestis (YERPE), Hemophilus influenza (HAEIN), Legionella pneumophila (LEGPA), 

Neisseiriameningitides (NEIME), Ralstonia solanacearum (RALSO), Gluconacetobacter 

diazotrophicus (GLUDI), Acidobacteria bacterium (ACIBL), Leptospira interogans 

(LEPIN), Aquifex aeolicus, (AQUAE), Thermotoga maritime (THEMA), Bacillus subtilis 

(BACSU),Staphylococcus aureus (STAAM) [7]. 
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La première structure cristallographique de la protéine Hfq a été obtenue chez la 

bactérie à Gram positif Staphylococcus aureus [325]. Par la suite, de nombreuses autres 

structures de la protéine Hfq, seules ou liées à des ARN, ont été obtenues à partir de 

différentes espèces bactériennes aussi bien à Gram positif comme Pseudomonas aeruginos, 

Bacillus subtilis ou Listeria monocytogenes qu’à Gram négatif comme Escherichia coli, S. 

Typhimurium ou Pseudomonas aeruginosa  [21,31,325,334-342]. Bien que les protéines Hfq 

soient structurellement très proches entre les différences espèces bactériennes, il existe de 

nombreuses différences entre ces dernières. Parmi ces différences, la variabilité en taille du 

domaine C-Terminal de la protéine en est un bon exemple. Bien que le domaine N-Terminal 

(Acide aminée 1 à 65), contenant les motifs SM1 et SM2, soit extrêmement bien conservé 

entre les différentes espèces bactériennes, la taille du domaine C-Terminal varie de 7 acides 

aminés chez B. subtilis à 37 chez E. coli (Figure 25 C) [7,315]. Un second exemple de ses 

différences peut se faire au niveau des charges électrostatiques du domaine N-terminal des 

différentes protéines Hfq. Ces différences de charges sont principalement présentes au niveau 

de la face latérale ainsi que sur la face distale de la protéine [343].  

 Interaction avec les ARN 5.3)

 Site d’interaction 5.3.1)

Comme les autres membres de la famille SM / L-SM, Hfq interagit très fortement avec 

l’ARN. Ces interactions se font principalement au niveau de séquence poly(U) ou ayant un 

motif répété (ARN) n en amont et/ou en aval d’une structure en tige boucle [7,344,345]. En 

fonction de la séquence de l’ARN, la fixation d’Hfq sur ce denier peut se faire au niveau de 

trois régions spécifiques : la face distale, la face proximale et l’anneau externe (Figure 26) [7].  

5.3.1.1) Interaction avec la face proximale 

La face proximale de la protéine Hfq correspond à la surface de la protéine présentant 

l’hélice α. Il a pu être montré lors d’études de cristallographie que cette région de la protéine 

Hfq se lie de préférence avec des séquences d’ARN riche en U [325]. En effet, au cours de 

cette étude, la protéine Hfq de Staphylococcus aureus a été cristallisée avec un 

oligonucléotide de séquence 5’ -AUUUUUG-3’ (Figure 26 A). L’analyse de ce cristal a pu 

montrer que cet ARN se lie en anneau à la surface proximale de la protéine, plus précisément 

au niveau du pore central de la protéine. Cette liaison se fait par l’intermédiaire des 6 premiers 

nucléotides de l’ARN qui vont chacun interagir avec un des protomères de la protéine, 
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laissant la guanine en 3’ exposée. D’autres structures de protéines Hfq de S. aureus ou d’E. 

coli en complexe avec des ARN polyU ont par la suite été obtenus [31,339,342,346]. Ces 

structures montrent un mécanisme similaire de liaison de l’ARN au niveau du pore central où 

un nucléotide interagit avec un protomère d’Hfq. Plus précisément, ces interactions se font au 

niveau principalement avec les acides aminés aromatiques (Phe42 pour E. coli et tyrosine 42 

(Tyr42) pour S. aureus) présents sur chaque protomère au niveau du pore central. Plusieurs 

autres acides aminés présents dans la même région permettent de stabilise ces interactions 

comme la glutamine 8 (Gln8), la lysine 41 (Lys41), Lys57 et l’histidine 58 (His58). D’autres 

études incluant des techniques de mutagenèse ont permis de montrer l’implication d’acide 

aminé présent dans d’autres régions de la face proximale d’Hfq impliqué dans les interactions 

avec les ARN comme l’acide aspartique 9 (Asp9), la leucine12 (Leu12), la Phe39, l’Asp40 et 

la Tyr55 [347-350].  

5.3.1.2) Interaction avec la face distale  

La face distale de la protéine Hfq correspond à la face opposée à la face proximale. 

Cette face de la protéine Hfq a une forte affinité pour les séquences d’ARN riche en purines. 

En effet, l’affinité d’Hfq pour les séquences riches en adénosine est connue depuis 1980 

[351]. Depuis, les différentes études réalisées chez E.coli ont permis d’affiner ce résultat 

jusqu’à identifier un motif répété (ARN) n (A, Adenosine ; R, Purine ; N, tous les nucléotides) 

[10,253,346,352,353]. La cristallisation de protéine Hfq avec des séquences d’ARN polyA ou 

ayant le motif (ARN) n a permis de confirmer l’affinité de la face distale pour ce type de 

séquence ainsi que de comprendre comment cette séquence d’ARN se lie à la protéine Hfq 

(Figure 26 C) [31,336,346,354].  

Chez E. coli, ces interactions se font par l’intermédiaire de trois sites présent sur la 

face distale de la protéine et interférant chacun avec un des nucléotides du motif (ARN) n. Le 

site A, interagissant avec l’Adénosine, est situé entre les feuillets β2 et β4. Cette liaison est 

également stabilisée par l’intermédiaire de liaison hydrogène entre le résidu Gln33 et la base 

adénine ainsi que par des interactions polaires avec les résidus Leu32 et la Gln52. Le site R 

est dans une poche hydrophobe formé entre les feuillets β4 et β5 de deux différents 

protomères d’Hfq. Cet interstice permet une forte interaction entre la base purine du 

nucléotide et les résidus Tyr25, Leu26, isoleucine 30 (Ile30) et Leu32. De surcroit, des 

interactions entre ce nucléotide et le résidu Gln52 permettent de lier les sites A et R. Le site R 

est présent sur la surface de la face distale de la protéine. Il discrimine faiblement les 

séquences d’ARN et semble être le point d’entrée et de sortie des ARN interagissant avec la 
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face distale de la protéine Hfq (Figure 26 C). De plus des études complémentaires de 

mutagenèse ont permis de confirmer l’importance de certains de ses acides aminés dans la 

stabilisation des interactions entre les ARN et Hfq [347,349].  

Bien que la protéine Hfq de bactéries à Gram positive comme S. aureus et B. subtilis 

interagissent également avec les ARN polyA avec leur face distale, le motif d’ARN identifié 

est différent et de séquence (RN) n (R, Purine ; N, tous les nucléotides). Cette différence dans 

la séquence de reconnaissance est due au fait que la face distale d’Hfq des bactéries à Gram 

positives ne possède que deux sites d’interaction : le site R et le site L [336,355]. Le site R, 

ayant une forte affinité pour les purines et surtout l’adénosine, forme une poche entre les 

feuillets β2 et β2’ de différent protomère d’Hfq. Cette liaison entre Hfq et la purine se fait via 

des interactions entre cette dernière et les résidus Phe25 du feuillet β2 du premier protomère 

ainsi que des résidus Phe26, Leu27, Phe30 et la méthionine 32 (Met32) du feuillet β2 du 

second protomère. De plus, différents types d’interactions chimiques vont permettre de 

stabiliser cette liaison, notamment avec l’asparagine 28 (Asn28) et la Gly29. Le site L se 

trouve au niveau du résidu Gln31 présent sur la face distale de la protéine. Ce dernier interagit 

avec le ribose du nucléotide adjacent à l’adénosine entrainant un changement de sa 

conformation et permettant une stabilisation de la liaison. D’autres interactions ont également 

lieu avec le résidu arginine 32 (Arg32) chez B. subtilis et le résidu Lys33 chez S. aureus 

permettant là aussi de stabiliser les interactions entre l’ARN et la protéine Hfq. 

5.3.1.3) Interactions avec l’anneau externe  

À l’inverse des faces distales et proximales, les interactions entre les ARNs et l’anneau 

externe de la protéine n’ont pas été découvertes par des études de cristallographie, mais par 

des expériences de mutagenèse. Ces différentes expériences ont permis d’identifier que ces 

interactions étaient principalement dues à une triade d’arginine présente sur cette surface : les 

résidus Arg16, Arg17 et Arg19 (Figure 26 B) [337,349,356,357]. Cette triade interagirait avec 

les séquences d’ARN polyU et aurait pour but de stabiliser le complexe ARN/Hfq ainsi que 

de faciliter les interactions ARNm/ ARNs [357,358]. Récemment, il a également pu être 

montré que les résidus acides présents dans la région proche de la triade d’arginine joué un 

rôle dans la sélectivité de cette dernière pour les ARN [359,360]. 
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Figure 26 : Surface d’interaction entre Hfq et les ARN 

A) Structure cristallographique de l’hexamère d’Hfq en vue proximal, de l’anneau externe 

et distal (PDB = 1HK9) [21]. Les sites d’interactions avec les ARNs sont représentés en 

couleur : Rouge pour la face proximale, Bleu pour l’anneau externe et Vert pour la face 

distal. B) Structure cristallographique de l’hexamère d’Hfq lié à un ARN A (U)6 A en vue 

proximal et de l’anneau externe (PDB = 3RER) [30]. C) Structure cristallographique de 

l’hexamère d’Hfq lié à un ARN poly (A)7 en vue distal et de l’anneau externe (PDB = 

4HT8) [31].  
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  Hfq et l’inhibition du facteur Rho 5.4)

Bien que la majorité des fonctions connues de la protéine Hfq soit liée à son rôle dans 

la régulation post-transcriptionnelle, Hfq est également capable d’agir de manière 

transcriptionnelle et plus précisément au niveau de la terminaison de la transcription Rho-

dépendante. Hfq est capable de se lier directement au facteur Rho et d’inhiber ses fonctions 

ATPases, sa capacité à séparer les duplex ainsi que son activité terminateur de la transcription 

[361]. Lors de l’étude du terminateur λtR1, Hfq inhibe la terminaison en se liant à la fois au 

facteur Rho et au transcrit dans une séquence riche en A/U juste en amont du site rut. 

L’activité antiterminatrice de la transcription d’Hfq peut varier en fonction de différents 

cofacteurs comme NusG qui vont affecter la liaison d’Hfq avec le facteur Rho ou le transcrit 

[361].  

 Hfq et les ribonucléases 5.5)

 

La protéine Hfq est connue depuis longtemps pour altérer la stabilité des ARN. Hfq est 

une protéine capable de se lier aux séquences d’ARN simple brin riche en A/U comme les 

petits ARN régulateurs ou certains ARNm [257,362,363]. Ceci permet de protéger ces 

derniers de l’action de la RNase E et des Polynucleotide Phosphorylase (PNPase) [344,364]. 

En effet, les sites reconnus par la RNase E sur les ARN simple brin ont une séquence 

similaire à ceux reconnus par Hfq [344]. La fixation d’Hfq sur ces séquences va donc protéger 

les ARN de la dégradation par la RNase E [284,344,362].  Hfq interagit avec les petits ARN 

régulateurs au niveau de leurs terminateurs Rho indépendant [339]. Dans ces conditions, 

l’extrémité 3’ polyU des petits ARN est protégée de l’activité de la PNPase par ses 

interactions avec la protéine Hfq [364]. Hfq est également capable d’interagir avec les 

extrémités polyadénylées des ARN [365]. Cette interaction va stimuler l’activité de la polyA 

polymérase I (PAP I) et protéger l’ARN polyadénylé de la dégradation par les 

exoribonucléases 3’-5’ comme la PNPase (Figure 27) [16,362,365-367]. 
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Hfq est également capable d’induire la dégradation des ARN par l’action des RNases. 

En effet, de nombreuses études ont pu mettre en évidence des interactions entre Hfq et les 

différentes ribonucléases [243,368,369]. Ces interactions peuvent faire partie des mécanismes 

de régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs. L’appariement du petit ARN 

régulateur sur son ARNm cible par l’intermédiaire de la protéine Hfq permettrait un 

recrutement rapide des ribonucléases conduisant à la dégradation des ARNm [179,280,370]. 

 Protéine chaperonne 5.6)

Les protéines chaperonnes d’ARN ont pour activité de faciliter le repliement de l’ARN 

en empêchant les mauvais repliements ou en réajustant les structures d’ARN mal repliées 

[371]. Une autre caractéristique des protéines chaperonne d’ARN est de stimuler les liaisons 

 

Figure 27 : Représentation schématique de l’action d’Hfq dans la polyadénylation 

par la PAP I d’après [16]. 

Un complexe protéique contenant Hfq sous forme d’hexamère, la polyA polymérase I 

(PAP I) ainsi que la Polynucleotide Phosphorylase (PNPase) se lie à un ARNm à son 

extrémité 3’ au niveau de sa séquence polyU issu d’un terminateur Rho-indépendant. Dans 

ce modèle, Hfq se lie à la base de la structure en tige boucle du terminateur entrainant une 

déstabilisation transitoire de ce dernier permettant à la PAP I de réaliser la polyadénylation 

de l’ARNm. 
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intramoléculaires entres des acides nucléiques complémentaires [372].  Les études sur la 

réplication de l’ARN du bactériophage Qβ ont pu montrer qu’Hfq se liait à la région 3’ -

terminale du brin positif de l’ARN. Cette interaction induit un changement de conformation 

de cette extrémité qui permet aux réplicases d’initier leurs activités [373]. De plus, de récentes 

études ont également pu montrer que la fixation d’Hfq sur la région 5’ UTR de l’ARNm rpoS 

modifiait sa conformation et facilitait les interactions de cet ARNm avec les petits ARN 

régulateurs [253,374]. 

 Régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs 5.7)

Afin d’expliquer au mieux le rôle d’Hfq dans la régulation des ARNm par les petits 

ARN régulateurs, je vais vous présenter la régulation de l’ARNm rpoS par un petit ARN 

régulateur. En effet, cette régulation fait intervenir l’ensemble des mécanismes d’Hfq. 

 

Tous les changements dans les conditions environnementales telles que la température, 

le pH, l’osmolarité et la disponibilité des nutriments induisent une réponse adaptée chez la 

bactérie. Cependant, même une croissance rapide en présence d’une quantité suffisante de 

nutriments peut conduire à l’induction de stress liés à la production de ROS (Reactive Oxygen 

Species) par la respiration cellulaire dans les milieux riches [375]. Un des stress les plus 

communs affectant les bactéries est la diminution de la disponibilité des nutriments. Pour faire 

face à ce stress, les bactéries ont développé des mécanismes conduisant à un ajustement de la 

morphologie et de la physiologie de la cellule [376]. La réponse à ce type de stress est dirigée 

par le facteur sigma alternatif σ
s
, codé par le gène rpoS [377]. De par son importance, 

l’expression du facteur σ
s
 est fortement régulée par la cellule. Cette régulation peut prendre de 

multiple forme et agir aussi bien sur sa transcription, sa traduction ou sa stabilité. Parmi ces 

différentes régulations, nous allons nous intéresser à la régulation de la traduction et plus 

précisément, la régulation de l’initiation de la traduction par l’action conjointe de la protéine 

Hfq ainsi que du petit ARN régulateur DsrA [378]. 

La région 5’ UTR de rpoS joue un rôle essentiel dans la régulation de la stabilité et de 

la traduction de l’ARNm. Il s’agit d’une grande région de 567 nucléotides extrêmement bien 

structurés, notamment par de multiples structures en tige boucle. Les analyses de la région 5’ 

UTR de rpoS ont pu mettre en évidence 3 domaines importants pour la régulation de ce 

dernier : le domaine 3’ inhibiteur, le domaine de liaison à Hfq et le domaine 5’[253]. Le 

domaine 3’ inhibiteur forme une structure en tige-boucle entre la séquence SD et la région 
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d’appariement des petits ARN régulateurs. Ceci provoque l’inhibition de l’initiation de la 

traduction [197,378-381]. Le second domaine contient le site de fixation à la protéine Hfq. En 

effet, il s’agit d’une région riche en A qui comprend les motifs (AAN)4 et A6. De plus, la 

séquence de ce domaine suggère que rpoS se lie à Hfq au niveau de la face distale de la 

protéine [7,325]. Le domaine 5’ est une région d’ARN stable et très structuré par quatre 

structures en tige-boucle formant une hélice [253]. La fixation d’Hfq sur le second domaine 

de l’ARNm rpoS entraine des changements de conformation de la région 5’UTR facilitant les 

interactions entre la région 5’UTR de rpoS et les petits ARN régulateurs [253]. 

 DsrA est un petit ARN régulateur de 85 nucléotides impliqué dans la régulation de 

l’expression des protéines RpoS et H-NS [196,254]. Son action dans cette régulation est 

dépendante de la protéine Hfq [382-384]. DsrA est composé d’une succession de trois 

structures en tige-boucle nommée DI, DII et DIII respectivement. La première structure DI 

contient la région d’appariement à l’ARNm ropS. Les structures DII et DIII sont, quant à eux, 

impliquées dans la liaison à la protéine Hfq. En effet, en amont de la structure DII se trouve 

une région riche en U et la structure DIII est un terminateur Rho indépendant [252,383]. Dans 

un premier temps, DsrA se lie à Hfq sur sa face proximale. [252] Cette fixation se fait grâce 

au domaine DIII et notamment à la séquence polyU en 3’ du terminateur Rho-indépendant. 

Par la suite, le domaine DII de DsrA se lie par sa séquence polyU au niveau de l’anneau 

externe de la protéine Hfq. Cette fixation permet de laisser le domaine DI contenant la 

séquence d’appariement à rpoS libre [252]. 

 La régulation de rpoS par DsrA se fait par l’intermédiaire de la protéine Hfq 

(Figure 28). Plusieurs études ont pu montrer que cette régulation impliquée la formation de 

complexe ternaire rpoS / Hfq / DsrA [31,385]. Les différentes études sur le sujet suggèrent un 

modèle pour expliquer cette régulation :  
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Comme expliqué précédemment, DsrA se lie à Hfq au niveau de l’anneau externe et de 

la face proximale avec ses régions DIII et DII respectivement. Par la suite, ce complexe 

DsrA / Hfq interagit avec le domaine de liaison à Hfq de l’ARNm rpoS. Cette interaction se 

fait au niveau de la face distale d’Hfq et induit une modification de la conformation de rpoS. 

Ce changement conformationel permet de faciliter les interactions entre la région DI de DsrA 

et le domaine 3’ inhibiteur de rpoS. Finalement, le petit ARN s’apparie à sa séquence 

complémentaire présente sur l’ARNm. Cet appariement permet de libérer la séquence SD qui 

devient alors accessible aux ribosomes permettant l’initiation de la traduction de rpoS 

[31,386,387] 

 Hfq et la virulence 5.8)

La délétion du gène hfq chez E.coli impacte très fortement la croissance et la forme 

des bactéries, altère sa résistance à différents stress, modifie la composition protéique de sa 

membrane, etc. [311-314]. Cette conjugaison d’effet est principalement due à l’activité de 

 

Figure 28 : Représentation schématique de la régulation de rpoS par DsrA d’après 

[10]. 

Les sites de fixation d’Hfq sur les ARN sont représentés en gris clairs. En absence d’Hfq, 

la région 5’ UTR de l’ARNm rpoS adopte une conformation entrainant la répression de sa 

traduction et empêchant la liaison du petit ARN DsrA. L’appariement d’Hfq au motif 

(AAN)n présent du coté 5’ de l’ARNm rpoS modifie la conformation de l’ARNm et permet 

la liaison du petit ARN DsrA à ce dernier. C’est la formation d’un complexe ternaire stable 

entre Hfq, DsrA et rpoS qui facilitent l’appariement entre les régions complémentaires de 

DsrA et rpoS. Une fois cet appariement effectué, Hfq se délie de DsrA tout en restant lié à 

rpoS au niveau de son site de fixation. 
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régulations des ARNm par les petits ARN régulateurs, notamment la régulation de facteur 

sigma alternatif σ
s  

[381,388].  Chez S. Typhimurium, ce facteur joue un rôle prépondérant 

dans la virulence de la bactérie, notamment par sa capacité à induire l’expression du plasmide 

de virulence de Salmonella (spv) [389]. Par la suite, de nombreuses études ont pu mettre en 

évidence un lien entre la protéine Hfq et la virulence chez de nombreuses espèces 

bactériennes aussi bien à Gram négatif que positive : S. Typhimurium, E. coli, Vibrio 

cholerae, Yersinia Pestis, L. monocytogenes, P. aureus, … [390-399]. Dans la majorité de ces 

cas, la délétion de la protéine Hfq entraine une atténuation de la virulence ainsi qu’une 

diminution de la capacité des bactéries à coloniser et/ou survivre dans l’hôte infecté 

[390,393,395,396]. Bien qu’impactant la virulence dans les deux cas, la délétion d’Hfq a une 

répercussion beaucoup plus forte chez les bactéries à Gram négatifs que sur les bactéries à 

Gram positifs [389,391,393,398]. Cette différence doit se faire en parallèle de l’importance de 

la protéine Hfq pour ces différents types de bactéries. En effet, Hfq est indispensable pour la 

régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs chez les bactéries à Gram négatif alors 

qu’elle est beaucoup moins essentielle pour ce même type de régulation chez les bactéries à 

Gram positif [316,317]. 

 Interaction avec l’ADN 5.9)

Même si la majorité des fonctions connues d’Hfq dans la cellule est liée à sa capacité à 

interagir avec les différentes molécules d’ARN, Hfq est également capable de se lier à l’ADN 

mais son affinité pour cette molécule est beaucoup plus faible que pour l’ARN [400,401]. 

Malgré cela, des études ont démontré que près de 20 % des molécules d’Hfq sont en 

interaction dans nucléoide accompagné par de nombreuses autres protéines se liant à l’ADN 

[401-403]. Bien que présent dans le nucléoide, la répartition de la protéine Hfq au sein de ce 

dernier ne se fait par de manière uniforme, à l’inverse de ce qui peut être observé avec la 

protéine H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring proteine) [402]. Des études ont pu 

commencer à éclairer les différents rôles dans le métabolisme de l’ADN comme la 

réplication, le maintien du surenroulement négatif, la régulation de la transcription ainsi que 

dans la régulation des éléments transposable [311,361,404-407]. 



 

 

 

 



 
 

74 

 

 

 

 

 

II) Résultats 
 



 

 



Résultats 
 

75 

 

 Étude de la régulation des ARNm par 1.

les petits ARN régulateurs : Rôle des 

sites de fixation d’Hfq 

 Introduction 1.1)

Hfq est une protéine clé chez les bactéries à Gram négatif pour la régulation des ARNm 

par les petits ARN régulateurs. Son rôle est multiple dans ce type de régulation. Elle est 

indispensable à la stabilité de la grande majorité des petits ARN régulateurs. Elle est 

également proposée pour faciliter l’interaction entre le petit ARN et son ARNm cible [10]. 

Hfq possède deux faces distinctes lui permettant d’interagir avec les ARN : la face distale 

ayant une forte affinité pour les ARN présentant un motif (AAN)n et la face proximale ayant, 

elle, une forte affinité pour les séquences d’ARN riche en uracile [7]. Ces séquences se 

retrouvent sur les ARN interagissant avec Hfq en amont ou en aval d’une structure en tige-

boucle. Bien que différentes, ces séquences ne sont pas spécifiques d’un type d’ARN donné, 

mais se retrouvent aussi bien chez les ARNm que chez les petits ARN régulateurs. Par 

exemple, le motif (AAN)n se retrouve aussi bien chez le petit ARN ChiX que sur l’ARNm 

yifK [32,408]. De même, le motif polyU se retrouve chez le petit ARN RyhB et l’ARNm 

chiPQ [34,409].  

 Étude préliminaire : Étude du rôle des sites de fixation d’Hfq 1.2)

aux ARN par l’intermédiaire de chimères 

Au cours de ces expérimentations, nous avons voulu comprendre quels étaient les 

éléments de séquences présents sur l’ARNm qui pouvaient jouer un rôle dans la régulation de 

ces ARN par les petits ARN régulateurs. En effet, l’idée répandue est que cette régulation ne 

dépendait finalement que de la présence de deux éléments de séquence sur l’ARNm : un site 

d’appariement des petits ARN régulateurs et un site de fixation d’Hfq. De nombreux travaux 

ont déjà été réalisés sur le site d’appariement des petits ARN régulateurs et ont démontrés la 

capacité du petit ARN régulateur à se lier à l’ARNm et donc à le réguler [32,409].  Par contre, 

il y a moins de connaissances disponibles concernant les sites de fixation d’Hfq. Il a été 

montré qu’il existe deux sites de fixation d’Hfq aux ARN : un site de fixation de motifs polyU 

permettant à l’ARN de se lier à la face proximale de la protéine et un site de fixation pour le 
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motif (AAN)n au niveau de la face distale d’Hfq [325,346]. Ces différences de sites se 

présentent à la fois sur les ARNm et sur les petits ARN régulateurs. Nous nous sommes donc 

posé la question de savoir s’il existait une compatibilité des sites de fixations d’Hfq sur les 

ARN qui pouvait jouer un rôle dans la régulation de ces derniers. En d’autres termes, nous 

avons voulu savoir si les ARN devaient se lier sur une face différente d’Hfq pour initier la 

régulation (site de fixation d’Hfq compatible) ou si les ARN pouvaient se lier sur la même 

face ou sur deux protéines Hfq différentes. 

 

 Étude préliminaire : ARNm chimères  1.2.1)

Afin de répondre à ces questions, nous sommes partis de l’hypothèse que les sites de 

fixation d’Hfq entre les ARNm et leurs petits ARN régulateurs devaient être compatibles. En 

partant de ce postulat, j’ai construit des ARNm chimère dans lequel j’ai remplacé la région 

d’appariement d’un ARNm X ayant un site de fixation d’Hfq polyU régulé par un petit ARN 

A par la région équivalente d’un ARNm Y régulé par le petit ARN B dont le site de fixation à 

Hfq est (AAN)n. Ceci résulte dans un ARNm Z ayant un site de fixation d’Hfq polyU mais 

pouvant maintenant s’apparier avec le petit ARN régulateur B. Il se peut que ce petit ARN 

régulateur ne soit pas capable de réguler correctement l’ARNm Z. J’ai réalisé plusieurs 

constructions de ce type à partir du squelette de deux ARNm différents : chiP et yifK, tous les 

deux caractérisés au laboratoire en tant que cibles de régulations par les petits ARN ChiX et 

GcvB respectivement [32,409]. L’ARNm chiP possède un site de fixation d’Hfq polyU et est 

régulé négativement par ChiX alors que l’ARNm yifK possède, quant à lui, un site de fixation 

à Hfq de motif (AAN)3 et est régulé par le petit ARN régulateur GcvB. Les différentes régions 

Tableau 1 : Liste des ARNm ainsi que leurs caractéristiques.  

Nom de 

l’ARNm 

Site de fixation 

d’Hfq de 

l’ARNm Référence 

Petit ARN 

régulateur 

Site de fixation 

d’Hfq du petit 

ARN régulateur Référence 

chiP Poly(U) [28] ChiX (AAN)3 [28] 

yifK (AAN)3 [32] 
GcvB polyU [33] 

dppA (AAN)4 / 

sodB A/U riche [34] 
RyhB A/U riche [34] 

iroN A/U riche [35] 
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5’UTR des ARNm utilisés ainsi que leurs sites de fixation à Hfq proposés et/ou ayant été 

démontrés par les différents travaux sont résumées dans le Tableau 1. J’ai réalisé les différents 

ARNm chimères en suivant le protocole de recombinaison sans cicatrice. Les souches 

utilisées pour ces constructions contenaient le rapporteur traductionnel lacZ fusionné à chiP 

ou à yifK, en fonction de l’ARNm ayant servi de squelette, permettant ainsi d’observer et de 

quantifier leurs régulations par les petits ARN. La liste des différents ARNm chimères que 

j’ai réalisés est récapitulée dans le Tableau 2 ainsi que dans les Figures 29 et 30. 

 

 

Tableau 2 : Liste des ARNm chimères 

Chimère dérivée de la région 5’UTR de 

chiP 
 

Chimère dérivée de la région 5’UTR de 

yifK 

Nom de l’ARN 

chimère 

Séquence d’intéraction 

importée de  
 

Nom de l’ARN 

chimère 

Séquence d’intéraction 

importée de  

chiPA dppA  yifKB dppA 

chiPB sodB  yifKP chiP 

chiPK yifK 

 

 

Figure 29 : Structure secondaire des séquences 5’UTR des ARNm chimères dérivées 

de chiP::lacZ. 
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Une fois ces constructions réalisées, j’ai éffectué les dosages de l’activité du 

rapporteur lacZ en présence du petit ARN régulateur natif (par exemple ChiX pour les ARNm 

dérivés de chiP) ainsi qu’en présence de leurs nouveaux régulateurs ou en absence des petits 

ARN régulateurs.  

Les ARNm chimères construits à partir du squelette de l’ARNm chiP sont chiPA, 

chiPK et chiPB (Tableau 2 et Figure 29). Les résultats des dosages de l’activité β-

galactosidase montrent que dans le cas des ARNm chiPA et chiPK ayant respectivement les 

sites d’appariement de dppA et yifK reconnu normalement par GcvB, ces ARNm ne sont pas 

régulés par ChiX et peu ou pas par GcvB (Figure 31 A et B).  En effet, l’activité mesurée du 

rapporteur dans la souche chiPK ne varie pas en fonction de la présence ou non des petits 

ARN régulateurs restant aux environs de 700 unités de Miller. Dans le cas de chiPA, les 

mesures semblent indiquer que GcvB régule légèrement l’expression du rapporteur faisant 

passer l’activité de 7100 à 5400 unités de Miller. Dans le cas de chiPB, une forte diminution 

de l’activité β-galactosidase mesurée est observable en présence du petit ARN RyhB passant 

Représentation schématique des ARNm chimères chiPA, chiNT et chiPK dérivée de 

l’ARNm chiP::lacZ. La séquence de fixation d’Hfq sur chiP est représentée en orange. Les 

séquences d’interaction des ARNm chiP, dppA, sodB et yifK avec leurs petits ARN 

régulateurs respectifs sont représentés en orange claire, marron claire, bleu et vert 

respectivement. L’AUG initiateur est souligné en vert. 

 

 

 

 

Figure 30 : Structure secondaire des séquences 5’UTR des ARNm chimères dérivées 

de l’ARNm yifK::lacZ. 

Représentation schématique l’ARNm chimère yifKB dérivée de l’ARNm yifK::lacZ. La 

séquence de fixation d’Hfq sur yifK est représentée en vert. Les séquences d’interaction 

des ARNm yifK et sodB avec leurs petits ARN régulateurs respectifs sont représentées en 

vert et bleu respectivement. L’AUG initiateur est souligné en vert. 
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de 7900 à 1200 unités de Miller (Figure 31 C). En toute logique, ces ARNm ne sont pas 

régulés par ChiX, car il n’y a plus de séquence d’appariement entre l’ARNm et le petit ARN 

régulateur. Chose plus surprenante, RyhB semble très bien réguler l’ARNm chiPB alors qu’à 

l’inverse, il semble que GcvB ne soit pas capable de faire de même sur les ARNm chiPA et 

chiPK. La construction réalisée à partir du squelette de yifK est nommée yifKB (Figure 30). 

Les résultats des dosages de l’activité β-galactosidase nous montrent qu’yifKB est, comme 

dans le cas de chiPB, très bien régulée par RyhB diminuant l’activité d’un facteur 60 passant 

ainsi de 700 à 12 unités de Miller (Figure 31 D).  

 

 

Figure 31 : Régulation des ARNm chimères par les petits ARN régulateurs sauvage. 

Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase exponentielle de 

croissance dans les souches A) chiPA::lacZ en présence ou en absence des petits ARN 

régulateurs ChiX et GcvB. B) Activités β-galactosidase en unités de Miller mesurées en 

phase exponentielle de croissance dans les souches chiPK::lacZ en présence ou en absence 

des petits ARN régulateurs ChiX et GcvB. C) Activités β-galactosidase en unités de Miller 

mesurées dans les souches chiNT en présence ou en absence des petits ARN régulateurs 

ChiX et RyhB. D) Activités β-galactosidase en unités de Miller mesurées en phase 

exponentielle de croissance dans les souches yifKB en présence ou en absence du petit 
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Ces résultats bien qu’intéressant ne nous permettent pas de valider ou d’invalider notre 

hypothèse. En effet, les ARNm chimères chiPA et chiPK ne sont pas régulées par GcvB alors 

qu’il possède au demeurant toutes les séquences nécessaires (site de fixation d’Hfq et site 

d’appariement). Suivant notre hypothèse, ces ARNm ne sont pas régulés, car ils ne possèdent 

pas un site de fixation à Hfq compatible avec le site de GcvB. En effet, les ARNm ainsi que le 

petit ARN régulateur GcvB possèdent tous les deux un site de fixation à Hfq de type polyU. À 

l’inverse, les ARNm chimères chiPB et yifKB sont bien régulés par RyhB et cela quel que soit 

la séquence du site de fixation d’Hfq. En effet, chiPB a un site de fixation à Hfq de type 

polyU alors qu’yifKB a, lui, un site de fixation d’Hfq de motifs (AAN)3. Pourtant, bien qu’ils 

soient tous les deux régulés par RyhB, cette régulation n’est pas équivalente entre les deux 

ARNm. En effet, chiPB n’est régulé « que d’un facteur 6 » par RyhB alors qu’yifKB, 

possédant le site de fixation à Hfq compatible avec RyhB, est régulé d’un facteur 60. Il 

semble donc, bien que cela reste à confirmer, que la compatibilité des sites de fixations à Hfq 

est un facteur permettant d’obtenir une régulation optimale des ARNm par les petits ARN 

régulateurs. Afin de nous permettre de mieux comprendre ces résultats, nous avons entrepris 

une expérience dans l’autre sens. C’est-à-dire que nous avons échangé les séquences 

d’appariement aux ARNm sur les petits ARN régulateurs. 

 

 Étude préliminaire : Chimères de petits ARN régulateurs  1.2.2)

  Pour ce faire, j’ai utilisé trois petits ARN régulateurs qui sont régulièrement employés au 

laboratoire : ChiX, GcvB et RyhB (Tableau 1). Comme pour les ARNm, j’ai échangé les 

régions d’appariement de ces petits ARN régulateurs entre eux pour former différentes 

chimères listées dans le Tableau 3 ainsi que dans les Figures 32, 33 et 34. Afin de pouvoir 

étudier les petits ARN chimères dérivés de RyhB, nous avons réalisé ces constructions dans 

une souche délétée pour le gène fur et le petit ARN RyhB2 (Δfur ΔryhB2). Le gène fur code 

croissance dans les souches A) chiPA::lacZ en présence ou en absence des petits ARN 

régulateurs ChiX et GcvB ; B) chiPK::lacZ en présence ou en absence des petits ARN 

régulateurs ChiX et GcvB ; C) chiPB::lacZ en présence ou en absence des petits ARN 

régulateurs ChiX et RyhB ; D) yifKB::lacZ en présence ou en absence du petit ARN 

régulateur RyhB. 
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pour le facteur de transcription Fur qui réprime l’expression de RyhB en condition standard et 

le petit ARN RyhB2 est un homologue de RyhB [265,277].  

 

Tableau 3 : Liste des petits ARN régulateurs chimères 

Chimère dérivée de ChiX  Chimère dérivée de GcvB  Chimère dérivée de RyhB 

Nom du 

petit ARN 

chimère 

Séquence 

d’appariement 

importée de 

 

Nom du 

petit ARN 

chimère 

Séquence 

d’appariement 

importée de 

 
Nom du petit 

ARN chimère 

Séquence 

d’appariement 

importée de 

ChiXG GcvB  GcvBX ChiX  RyhBX ChiX 

ChiXR RyhB  GcvBB RyhB  RyhBB GcvB 
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Figure 32 : Structure secondaire des séquences des petits ARN régulateurs chimères 

dérivés de ChiX. 

Représentation schématique des petits ARN régulateurs ChiX, ChiXG et ChiXR dérivés de 

ChiX. La séquence de fixation d’Hfq sur ChiX est représentée en orange. Les séquences 

d’interaction des petits ARN ChiX, GcvB et RyhB avec leurs ARNm cibles respectifs sont 

représentées en rouge, bleu et vert respectivement. Les séquences en noire correspondent 

au squelette du petit ARN régulateur ChiX. Le trait noir correspond à la région 

d’appariement de la sonde L11 permet de révéler ChiX et ses dérivées.  
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Figure 33 : Structure secondaire des séquences des petits ARN régulateurs chimères 

dérivées de RyhB. 

Représentation schématique des petits ARN régulateurs chimères RyhBX et RyhBB 

dérivées du petit ARN régulateur RyhB. Le site de fixation à Hfq de RyhB est représenté 

en violet. Les séquences d’interaction des petits ARN régulateurs RyhB, ChiX et GcvB 

avec leurs ARNm cibles respectifs sont représentées en vert, rouge et bleu respectivement. 

Les séquences en noire correspondent au squelette du petit ARN régulateur RyhB. Le trait 

noir correspond à la région d’appariement de la sonde E17 permet de révéler RyhB et ses 

dérivées. 

 

RyhB

RyhBB

RyhBX
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Dans un premier temps, j’ai vérifié que les petits ARN régulateurs chimères étaient 

correctement exprimé dans la cellule et stables au cours du temps. En effet, les petits ARN 

régulateurs sont des ARN extrêmement bien structurés, mais les modifications que j’ai 

réalisées pourraient modifier leurs structures et conduire à une déstabilisation du petit ARN et 

à sa dégradation.  L’analyse par Northern nous a permis de confirmer que les petits ARN 

régulateurs chimères sont correctement exprimés et que leurs tailles correspondent à celles 

attendues (Figure 35). Une différence de stabilité des petits ARN régulateurs peut d’ailleurs 

 

Figure 34 : Structure secondaire des séquences des petits ARN régulateurs chimères 

dérivées de GcvB. 

Représentation schématique des petits ARN régulateurs chimères GcvBX et GcvBB 

dérivées du petit ARN régulateur GcvB. Les séquences d’interaction des petits ARN 

régulateurs GcvB, ChiX et RyhB avec leurs ARNm cibles respectifs sont représentées en 

Bleu, Rouge et vert respectivement. Les séquences en noire correspondent au squelette du 

petit ARN régulateur GcvB. Le trait noir correspond à la région d’appariement de la sonde 

L13 permet de révéler GcvB et ses dérivées. 
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être observée. En effet, les ARN dérivés de ChiX sont plus stables que le petit ARN original. 

Par contre, l’effet inverse est observé avec les chimères de GcvB qui sont légèrement moins 

abondantes que GcvB sauvage (Figure 35). Le petit ARN régulateur GcvBB présente un 

résultat similaire à celui observé avec GcvBX (résultat non présenté). Finalement, les petits 

ARN régulateurs dérivés de RyhB ont une stabilité très différente de l’original. RyhBB est 

présent en plus grande quantité que RyhB alors que RyhBX est présent en plus faible 

concentration (Figure 35). 

 

 

Figure 35 : Northern Blot réalisé afin de vérifier la stabilité et la taille des petits ARN 

régulateurs. 

Détection des petits ARN régulateurs
 
par Northern blot réalisé avec les extractions d’ARN 

totaux prélevés en phase exponentielle de croissance (DO600nm=0.35). Le petit ARN 

régulateur GcvB et GcvBX (MA11619) sont révélés avec la sonde  ppL13; RyhB, RyhBB 

(MA11685) et RyhBX (MA11694) sont révélés avec la sonde ppE17 ; ChiX, ChiXG 

(MA11399) et ChiXR (BG153) sont révélés avec la sonde ppL11 ; l’ARN 5S sert de 

contrôle de charge et il est révélé à l’aide de la sonde pB10. 
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Une fois leurs présences confirmées, les petits ARN régulateurs chimères ont été testés 

afin de savoir s’ils étaient capables de réguler les ARNm chiP, yifK, dppA et sodB fusionnés à 

un rapporteur traductionnelle lacZ. J’ai donc réalisé les dosages de l’activité β-galactosidase 

dans nos différents rapporteurs en présence des différentes constructions capables de les 

réguler (Figure 36).  

Les résultats de ces dosages montrent des capacités de régulation très fluctuantes en 

fonction des couples ARNm / petits ARN régulateurs étudiés. En observant la régulation de 

chiP, tous les petits ARN étudiés montrent une capacité de réguler l’ARNm plus ou moins 

forte (Figure 34 A). ChiX, petit ARN régulateur natif est extrêmement efficace faisant passer 

l’activité du β-galactosidase de 11000 à 75 unités de Miller soit une diminution d’un facteur 

de 150. GcvBX et RyhBX ont un effet beaucoup plus modéré et entrainent une diminution de 

l’activité de 11000 à 3150 et 4750 unités de Miller respectivement (Figure 36 A). Dans le cas 

de sodB, les résultats sont beaucoup plus hétérogènes (Figure 36 B). RyhB, le petit ARN 

régulant naturellement sodB, entraine une diminution de l’activité β-galactosidase de 2000 à 

70 unités de Miller alors que les petits ARN chimères ChiXR et GcvBB ne régulent que peut 

son expression entrainant une faible chute passant de 2000 à 1500 unités de Miller dans les 

deux cas (Figure 36B). Les dosages de l’activité β-galactosidase des ARNm yifK et dppA 

montrent un effet significatif qui est similaire dans les deux cas (Figure 36 C et D). Ils sont 

tous les deux régulés efficacement par GcvB induisant une décroissance de l’activité du 

rapporteur passant de 760 à 135 unités de Miller avec yifK et de 850 à 140 unités de Miller 

avec dppA. Ils ne sont que peu ou pas régulés par ChiXG entrainant une diminution de 

l’activité de 760 à 675 unités de Miller et de 850 à 590 unités de Miller pour yifK et dppA 

respectivement. À l’inverse, ils sont bien régulés par la chimère RyhBB, qui fait diminuer 

l’activité d’un facteur 35 passant de 760 à 17 chez yifK et de 850 à 28 chez dppA (Figure 36 C 

et D). 

Ces expérimentations conduisent à des résultats très variés en fonction des rapporteurs 

étudiés. Dans le cas de l’ARNm sodB, les résultats semblent aller dans le sens de l’hypothèse 

de départ, puisque les petits ARN régulateurs sont incapables de réguler correctement 

l’ARNm. À l’inverse, pour les résultats obtenus avec l’ARNm chiP, il est évident que les 

petits ARN régulateurs chimères sont bien capables de réguler l’ARNm même si cette 

régulation n’est pas aussi efficace que ce que nous pouvions attendre. Le troisième cas 

présente un résultat intermédiaire. En effet, les ARNm yifK et dppA sont régulés très 

efficacement par le petit ARN régulateur RyhBB, dérivé du petit ARN RyhB alors que 
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ChiXG est incapable de réguler les deux ARNm. Afin de compléter au mieux cette étude 

préliminaire, nous avons rassemblé nos deux groupes d’ARN chimères. Le petit ARN ChiXR 

est-il capable de réguler les ARNm chiPA et chiPK ? Comme nous l’avons vu précédemment, 

ChiXR est incapable de réprimer correctement yifK ou dppA. Or ce petit ARN est dérivé de 

ChiX qui possède un site de fixation à Hfq de motif (AAN)3 alors que ces ARNm ont 

également un site présentant un motif de fixation à Hfq équivalent. A contrario, chiPA et 

chiPK ont un site de fixation à Hfq polyU. 

 

 Étude préliminaire : Fusion des chimères 1.2.3)

Pour répondre à ces questions, j’ai construit, par transductions, des souches portant les 

ARNm chimères avec les petits ARN chimères complémentaires. Les dosages de l’activité β-

 

Figure 36 : Régulation des ARNm sauvages par les petits ARN régulateurs chimères. 

Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase exponentielle de 

croissance dans les souches a) chiP::lacZ en présence ou en absence des petits ARN 

régulateurs ChiX, GcvBX et RyhBX. B) sodB::lacZ en présence ou en absence des petits 

ARN régulateurs RyhB, ChiXR et GcvBB. C) yifK::lacZ en présence ou en absence des 

petits ARN régulateurs GcvB, ChiXG et RyhBB. D) dppA::lacZ en présence ou en 

absence des petits ARN régulateurs GcvB, ChiXG et RyhBB.  
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galactosidase des rapporteurs ont été réalisés en fonction des différents contextes génétiques. 

Les résultats de ces dosages nous apportent des informations intéressantes. En effet, les petits 

ARN régulateurs chimères sont capables, dans tous les cas étudiés, de réguler plus ou moins 

efficacement leurs ARNm chimères cibles (Figure 37). Le petit ARN régulateur ChiXG 

réprime les deux ARNm, chiPA et chiPK, d’un facteur 3 et 1.5 faisant passer l’activité du 

rapporteur de 7100 à 2500 unités de Miller et de 700 à 430 unités de Miller respectivement 

(Figure 37 A et B). Un phénomène identique est observable pour ChiXR qui réprime chiPB 

faisant passer l’activité β-galactosidase de 7900 à 2700 unités de Miller (Figure 37 C). 

 

 

Figure 37 : Régulation des ARNm chimères par les petits ARN régulateurs chimères. 

Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase exponentielle de 

croissance dans les souches A) chiPA::lacZ en présence ou en absence du petit ARN 

régulateur ChiXG. B) chiPK::lacZ en présence ou en absence du petit ARN régulateur 

ChiXG. C) chiPB::lacZ en présence ou en absence du petit ARN régulateur ChiXR. 

 

 

A) B)

C)
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L’ensemble des résultats de cette étude préliminaire nous a permis de commencer à 

avoir une idée du rôle du site de fixation d’Hfq. Les ARNm chimères ne sont pas ou peu 

régulés par les petits ARN régulateurs natifs de la cellule bien que la région d’appariement 

présent sur l’ARNm soit celle qu’ils reconnaissent sur leur substrat naturel. Sauf dans le cas 

du petit ARN RyhB qui parvient à réguler ses différentes cibles. Avec les petits ARN 

régulateurs chimères, le constat est différent. En fonction des ARNm étudiés, les petits ARN 

régulateurs chimères parviennent ou non à induire la régulation de leurs cibles. Dans le cas de 

chiP, l’ensemble des petits ARN étudiés arrive à réprimer son expression (GcvBX et RyhBX). 

À l’inverse, l’ARNm sodB n’est que peu régulé par les petits ARN chimères (ChiXR et 

GcvBB). Finalement, les ARNm yifK et dppA ont un petit ARN chimère capable de les 

réguler efficacement (RyhBB) alors que l’autre ne parvient que peu à réprimer leurs 

expressions (ChiXG). Néanmoins, en combinant ces ARNm chimères et leurs petits ARN 

régulateurs complémentaires, une régulation de nos rapporteurs est observable. Or ces 

derniers, pris indépendamment, ne sont pas régulé par les petits ARN sauvages pour l’ARNm 

chimère (chiPA et chiPK) et n’induisent pas de régulation des ARNm natifs dans le cas des 

petits ARN régulateurs chimères (ChiXG et ChiXR). Il semble donc qu’il existe des éléments 

de séquence supplémentaires qui seraient nécessaires à la régulation des ARNm par les petits 

ARN régulateurs en plus du site d’appariement afin d’obtenir une régulation optimale. En se 

référant à nos différentes constructions et en analysant les couples ARNm / petits ARN 

régulateurs dont les régulations sont les plus efficaces, il semble qu’un autre élément de 

séquence semble jouer un rôle dans cette régulation : le site de fixation à Hfq.  

La séquence du site de fixation à Hfq peut contenir deux motifs différents, un site polyU 

permettant la fixation des ARN à la face proximale de la protéine et un motif (AAN)n 

permettant la fixation des ARN à sa face distale. Ces séquences semblent se complémenter en 

ce qui concerne le mécanisme de régulation. En effet, l’ARNm chiP possède un site de 

fixation à Hfq polyU alors qu’à l’inverse, ChiX possède lui un site de fixation de type 

(AAN)3. Cette observation se retrouve dans l’ensemble des couples ARNm / petits ARN 

régulateurs natifs utilisés lors de ces travaux. Si cette complémentarité des sites de fixation à 

la protéine est nécessaire pour observer une régulation optimale alors cela permet d’expliquer 

en partie nos résultats. Lors de l’étude de la régulation des ARNm chimères par les petits 

ARN régulateurs natifs, le petit ARN GcvB n’est pas capable de réguler ces ARNm chimères 

cibles puisque ces derniers, tout comme lui, ont un site de fixation à Hfq de type polyU. Le 

petit ARN régulateur RyhB a un site de fixation à Hfq de type polyU mais il parvient à 
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réguler à la fois l’ARNm chiPB (site polyU), mais également l’ARNm yifKB ayant lui un site 

de fixation à Hfq de type (AAN)3. Or, lorsque les sites de fixation à Hfq sont compatibles, 

comme cela est le cas avec l’ARNm yifKB, nous observons une régulation de l’ARNm 

beaucoup plus efficace. Les résultats sont plus ambigus lorsque nous analysons les couples 

d’ARNm natif avec les petits ARN régulateurs chimères. Dans ces cas, il est très difficile de 

connaitre le rôle du site de fixation à Hfq dans ces régulations, car l’ensemble des possibilités 

est présent. En effet, l’ARNm chiP est régulé par GcvBX et RyhBX bien que ces derniers ont 

un site de fixation à Hfq de même motif. Bien que nous observons ces régulations, leurs 

efficacités de réprimer l’expression de chiP restent « faibles » comparés à leurs capacités de 

réguler d’autres ARNm ayant un site de fixation à Hfq compatible (Cf article 1). Avec 

l’ARNm sodB, aucune des deux petits ARN régulateurs (ChiXR et GcvBB) ne parvient à 

réprimer son expression alors que le site de fixation à Hfq de GcvB (de motif polyU) est 

compatible avec celui de l’ARNm sodB (de motifs (AAN)n). Finalement, la régulation des 

ARNm yifK et dppA semble conforme à notre hypothèse. Le petit ARN ChiXG ne réprime 

pas ces ARNm alors que le petit ARN RyhBB les réprime efficacement. En effet, yifK et 

dppA ont un site de fixation à Hfq de motifs (AAN)n comme celui de ChiXG tandis que 

RyhBB a un site de fixation à Hfq compatible de motifs polyU. Enfin, en croissant les 

différents ARN chimères, nous obtenons une régulation des ARNm par les petits ARN 

régulateurs. Cette régulation se fait dans toutes nos conditions, quand bien même, les petits 

ARN régulateurs n’avaient pas montré de capacité à réguler les ARNm natifs. Cela nous 

laisse supposer que, bien que fonctionnelle, ces petits ARN chimères n’étaient pas dans des 

conditions pour induire cette régulation (site de fixation à Hfq identique). Or, avec les ARNm 

chimères, ils se trouvent en présence de site de fixation à Hfq compatible permettant ainsi 

d’observer une répression de l’expression de ces derniers. 

Bien que préliminaires, ces travaux semblent aller dans le sens de notre hypothèse de 

départ. En effet, dans une majorité de cas, la régulation des ARNm n’est optimale qu’en 

présence de petits ARN régulateurs capables de se fixer à la face opposée de la protéine Hfq à 

celle qui intéragit avec l’ARNm. 
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Summary 

Protein Hfq is required for the regulatory activity of most base-pairing small RNAs (sRNAs) in Gram-

negative bacteria. Hfq has been shown to accelerate annealing of sRNA and target messenger RNA 

(mRNA) that are concomitantly bound to the Hfq surface. The present study was designed to assess 

the extent to which Hfq effectiveness in regulation depends on the “compatibility” of the Hfq binding 

sites (HBSs) in the sRNAs and in the mRNA. Such compatibility might be needed to allow the sRNA 

and the mRNA to accommodate on the Hfq surface as opposed to interfere with each other’s binding. 

This idea was tested by exchanging HBSs between sRNA-targeted mRNAs, including mRNAs whose 

sequence had been shortened to contain only the 5’ untranslated region (UTR) of the original 

transcript. These mini RNAs are highly unstable in the absence of Hfq in vivo, thus providing a direct 

assay for Hfq binding. Intriguingly, we found that depending on the nature of the HBS on the mini 

mRNA, accumulation of this RNA depended not only on the presence of Hfq but also on the presence 

of an sRNA capable of pairing with the mini mRNA. This suggests that Hfq does not always promote 

sRNA:mRNA pairing, but sometimes uses sRNA:mRNA pairing to find its binding site on the mRNA. 
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Introduction 

Microorganisms adapt to environmental changes through a finely tuned interplay of transcriptional and 

post-transcriptional regulatory responses. Key players in this picture are scores of small noncoding 

RNAs that modulate expression of mRNA targets through Watson-Crick base pairing. In gram-

negative bacteria, a major family of sRNAs require the binding of a chaperon protein, Hfq, for their 

activity [410]. Hfq binds both the sRNA and the target mRNA and it has been shown to accelerate the 

formation of the RNA duplex in vitro in relevant sRNA:mRNA pairs systems [411-415]. In addition, 

Hfq binding stabilizes the sRNA by masking ribonuclease recognition sites [416,417]. The fate of Hfq 

following the formation of the ternary complex is not entirely established and it may vary from one 

system to another. Most often, Hfq is likely to rapidly dissociate from the complex and be recycled 

[410,418]. However, some examples where regulation results from the formation of persistent 

Hfq:mRNA complex have also been described [419,420].    

A member of the (L)Sm protein superfamily, Hfq, is a homohexamer that self-assembles into 

a toroidal structure with two major RNA binding surfaces: the so-called proximal face, containing an 

N-terminal α helix segment, and the distal face on the opposite side of the torus [410,421,422]. 

Combined crystal structure data and biochemical analyses indicate that the two faces of Hfq have 

affinity for different RNA sequences. The proximal face binds preferentially uridine-rich stretches 

[423-427] whereas the distal face has strong affinity for (AAN)n repeats [414,424,428,429]. In 

addition, a third surface of the torus, the rim, was more recently implicated in the interactions with 

RNA. UA-rich sequences were shown to make contact with a conserved tetrapeptide motif (RRER, 

termed the arginine patch) on this lateral surface [430-433]. The variability in the occurrence of above 

sequences in sRNAs leads to marked differences in the way individual sRNAs interact with Hfq. In 

particular, two general modes of interaction were recently described on the basis of the differential 

stability of sRNAs in E. coli strains with mutations in specific residues on the Hfq surface. [418,434]. 

One class of sRNAs (Class I) bind primarily the proximal face and the rim of Hfq whereas a second 

class (Class II) target the distal face [418]. Significantly, the binding preferences of sRNAs were 

shown to dictate the nature of the HBS in the target mRNAs. Class I sRNAs regulated mRNAs with 

(AAN)n repeats whereas Class II sRNA appear to target mRNAs with UA-rich rim binding 

HBSs[418].   

The idea that Hfq binding motifs may not be assorted randomly in sRNA/mRNA pairs was at 

the origin of the present study. We envisioned a that productive sRNA:mRNA interaction would 

depend not only on the sequence complementarity of the interacting RNAs, but also on the 

“complementarity”, that is the “compatibility”, of their Hfq binding sites. To test this idea, chimeric 

mRNAs carrying the target sequence of the sRNA ChiX in different HBS contexts were analyzed for 

regulation by ChiX and by derivatives of the sRNAs GcvB and RyhB modified so as to recognize the 
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ChiX target sequence. The analysis was performed in Salmonella strains either wild-type for Hfq or 

harboring mutations affecting all three RNA-binding surfaces of Hfq. The use of shortened variants of 

the chimeric mRNAs allowed monitoring the effects of the Hfq mutations on the binding of mRNA 

and sRNA concomitantly within the same Northern blot assay. The results obtained showed that the 

HBS assortment in sRNA and target mRNA is a key determinant of the regulatory proficiency of two 

of the three sRNAs tested. Interestingly, one of the mRNAs analyzed in this study only bound Hfq in 

the presence of the cognate sRNA or in a Hfq mutant predicted to abolish binding of a large fraction of 

RNA ligands in the cell. We propose that in mRNAs with low Hfq affinity, which are likely to be 

outcompeted by other RNAs for binding, the pathway to Hfq recognition might differ substantially 

from the canonical pathway and, namely, require the help of the sRNA. 

 

Results 

 

Construction of mRNA and sRNAs chimeras.  

The mRNA constructs analyzed in this study were derived from Salmonella yifK and chiP genes. The 

yifK gene, encoding a putative amino acid transporter, is repressed by the GcvB sRNA, which inhibits 

yifK mRNA translation initiation by base pairing with a sequence in close proximity of the ribosome 

binding site [435]. The chiP gene encodes an outer membrane chitoporin and is repressed by the 

sRNA ChiX through a similar mRNA-pairing mechanism [28]. Previous work had identified an 

(AAY)3 motif in yifK 5’ UTR as a site of Hfq binding [435] and a uridine-rich track as the main (if not 

unique) determinant of Hfq binding to chiP 5’ UTR (see below). Since ChiX HBS (AAUAAUAAC) 

[28] is very similar to yifK HBS (AACAAUAAC), the initial question was whether ChiX would be 

capable of recognizing its target sequence in the yifK backbone. To address this point, two constructs 

were made, one replacing both the pairing region and the (AAY)3 motif of yifK with the corresponding 

region from chiP 5’ UTR, the other changing only the pairing sequence of yifK, that is, placing the 

ChiX target sequence near the (AAY)3 motif. The two constructs were named yifKP1 and yifKP2, 

respectively (Fig. 1A). A derivative of yifKP1 deleted for the U-rich track (yifKP1∆U) was also 

constructed. 

In a parallel, Salmonella GcvB and RyhB1 sRNAs were modified to recognize the target 

sequence of ChiX. This involved replacing the R1 sequence of GcvB [436] and the seed sequence of 

RyhB1 [437] with the seed sequence of ChiX. The resulting sRNA chimeras were confirmed to be 

stable by Northern blot analysis (Fig. S1) and were named GcvBX and RyhBX (Fig. 1B). Note that all 

experiments involving GcvBX and RyhBX sRNAs throughout this study were carried out in strains 
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deleted for the chiX gene (GcvBX) or for both chiX and fur genes (RyhBX), as Fur normally represses 

ryhB1 expression [437].  

 

The regulatory activity of ChiX and GcvBX is dictated by the Hfq surface preferences of their 

mRNA targets 

The abilities of ChiX, GcvBX and RyhBX to down regulate yifKP1, yifKP2 and a yifKP1∆U (Fig. 1A) 

were compared assaying ß-galactosidase activity in strains carrying a translational lacZ fusion to the 

yifK gene (see Experimental Procedures). Results showed ChiX to repress yifKP1 more than 100-fold 

(Fig. 2), similarly to what is normally observed in the ChiX regulation of its natural target, chiP 

[28,438]. The U-rich track appears to critically contribute to this high efficiency since the removal of 

this sequence (yifKP1∆U) causes the repression ratio to drop from > 100-fold to about 3-fold. Notably, 

ChiX repression of yifKP2 is also 3-fold, indicating that the (AAY)3 motif in yifKP2 does not 

contribute to regulation by ChiX to any significant extent (Fig. 2). Interestingly, GcvBX shows the 

opposite trend. GcvBX is considerably more efficient in repressing yifKP2 (7-fold) than in repressing 

yifKP1 (2-fold) (Fig. 2) The 7-fold variation corresponds to what observed in the repression of yifK by 

wt GcvB [435]. From the Hfq binding preferences of U-rich sequence and (AAN)n motifs (see 

Introduction) yifKP1 and yifKP2 mRNAs are predicted to interact with the proximal and distal faces of 

the Hfq ring respectively. Recent evidence suggests that GcvB contacts the proximal face whereas 

ChiX binds Hfq on the distal face [418](see also below). Therefore, the most likely interpretation of 

the results in Fig. 2 is that efficient regulation by ChiX and GcvB requires the sRNA and its mRNA 

target to contact Hfq from opposite sides of the ring.  

Intriguingly, the data in Fig. 2 show that RyhBX represses yifKP1 and yifKP2 with similar 

high efficiencies. In contrast, RyhBX is significantly less efficient in repressing yifKP1∆U. One can 

infer that both the U-rich track in yifKP1 and the (AAY)3 motif in yifKP2 contribute to regulation by 

RyhBX. Perhaps RyhBX makes contact with the Hfq surface in a way that is compatible with the 

interaction paths of both yifKP1 and yifKP2. We considered that this system could be used to search 

for Hfq mutations specifically affecting one pathway but not the other.  

 

Changes on opposite faces of the Hfq ring differentially affect the regulation of yifKP1 and 

yifKP2 

Low-level expression of the yifK-lacZ fusion in strains harboring either yifKP1 or yifKP2 in 

combination with RyhBX causes these strains to form white colonies on MacConkey lactose indicator 

plates. We expected that mutations affecting the repression mechanism would confer a pink or red 
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color phenotype. To search for hfq mutations that might produce such phenotype, the hfq gene was 

randomly mutagenized by the polymerase chain reaction (PCR) and the resulting fragment was 

introduced in the chromosome of strains carrying either yifKP1-lacZ or yifKP2-lacZ (by -Red-

mediated recombination). Mutants were systematically screened for their ability to elicit lacZ 

derepression in one background but not in the other (see details in Experimental Procedures). Two 

alleles causing derepression of yifKP1-lacZ, but not yifKP2-lacZ, were identified: P10L and N13Y. 

One allele eliciting the opposite effect harbored the change L32P. Examination of the position of the 

affected amino acid residues in the crystal structure of Hfq showed P10 and N13 to be located on the 

proximal face whereas L32 is located on the distal face (Fig. 3A). Thus, these data confirm the 

prediction that yifKP1 and yifKP2 bind to the proximal and distal faces, respectively. The differential 

effects of the mutation of yifKP1 and yifKP2 regulation were confirmed performing ß-galactosidase 

assays (Fig. 3B). 

 

Hfq proximal- and distal-face mutations have opposite effects on steady-state levels of sRNAs 

Loss of Hfq binding typically leads to a marked increased of sRNA decay with the consequent drop in 

the levels of many sRNA in the cell (see Introduction). Thus measurement of sRNA levels in Hfq 

mutants can provide an indication as to whether the mutant is defective in binding. Northern blot 

analysis showed the distal face L32P mutation to causes the complete disappearance of ChiX at the 

same time with the overaccumulation of GcvB and GcvBX and to a lesser extent RyhB1. In contrast, 

proximal face alleles P10L and N13Y have little effect on GcvB, GcvBX and ChiX, while causing a 

significant decrease of the levels of RyhB1 and RyhBX (Fig. 4). Similar patterns were obtained in E. 

coli using related, although not identical, Hfq face mutants [418]. These authors interpreted the vast 

increase of GcvB and RyhB levels in the distal face mutants as an indication that these mutations, 

while not affecting sRNA binding, interfere with mRNA target recognition. Since sRNA pairing to 

targets contributes to sRNA turnover [439] and both GcvB and RyhB have many targets, hampering 

pairing increases sRNA stability [418]. Finding that GcvBX shows the same overaccumulation, in 

spite of having only one poorly recognized target, casts doubt on this interpretation. An alternative 

explanation for the increase might be found in the notion that Hfq is limiting in the cell and RNA 

ligands must compete for Hfq binding[440-442]. By hampering binding of a whole group of RNAs 

[presumably those containing high-affinity (AAN)n motifs] the distal face mutation will cause a 

substantial increase of Hfq availability for the remaining RNAs (which are therefore stabilized). Of 

note is that the effects of the Hfq mutations of yifKP1 and yifKP2 appears to overrun the effects on 

RyhBX levels: i.e. yifKP2-lacZ derepresses in the L32P mutant in spite of the increase in the levels of 

the repressor sRNA; while the decreased levels of RyhBX in the proximal face mutants do not prevent 

full repression of yifKP2-lacZ (Fig. 3B). 
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Hfq-dependent stabilization of mini mRNA chimeras provides an assay for Hfq-mRNA binding 

in vivo 

In all of the above work, Hfq binding to the mRNAs – or lack thereof – is inferred from the increase in 

lacZ activity consequent to the derepression of mRNA translation when such binding is defective 

(sRNA unable to repress). This method is indirect and subjected to unpredictable variations inherent to 

the translation component. Therefore, we developed a direct assay for measuring Hfq binding to 

mRNAs in vivo. This involved constructing “mini” variants of yifK and its derivatives in which the 5’ 

UTR, without the initiating AUG, is fused to a Rho-independent transcription terminator (Fig. S2). 

Initial tests showed these mini transcripts to behave similarly to sRNAs: they could be detected in the 

presence but not in the absence of Hfq, suggesting that they are stabilized by Hfq binding. The yifKP2 

derivative showed the simplest pattern (Fig. 5A). The disappearance of yifKP2 RNA in the L32P 

mutant suggests that this RNA binds to the distal face of Hfq presumably through the (AAY)3 motif. 

Presence of ChiX or GcvBX does not appear to influence yifKP2 RNA levels significantly (compare 

with ∆sRNA panel), likely reflecting the fact that these sRNAs act inefficiently on yifKP2 (Fig. 2). In 

contrast, yifKP2 RNA goes completely undetected in the presence of RyhBX, suggesting that pairing 

with this sRNA promotes yifKP2 RNA degradation (Fig. 5A). 

 

yifKP1 RNA requires pairing with an sRNA in order to bind Hfq  

No yifKP1-related RNA is ever detected in the absence of Hfq or in the Hfq proximal face mutants, 

implying that yifKP1 RNA is rapidly degraded if it cannot bind Hfq (Fig. 5B). In a wt Hfq strain, full-

length yifKP1 mini RNA and a slightly shorter species (yifKP1*) are detected only provided that the 

strain expresses an sRNA that can pair with yifKP1 (ChiX or RyhBX). In the absence of such sRNAs 

(∆sRNA) or in the presence of GcvBX (which regulates yifKP1 poorly), no yifKP1-related band is 

detected (Fig. 5B). We conclude that yifKP1 mini transcript requires pairing with an sRNA in order to 

bind Hfq. In other words, Hfq binds yifKP1 RNA after, not before, the establishment of the 

mRNA:sRNA interaction.  

The pairing requirement appears to reflect a low affinity of Hfq for yifKP1’s (and hence for 

chiP’s) 5’ UTR. This is consistent with the results of gel shift measurements, which showed that in 

vitro made yifKP2 RNA binds Hfq with significantly greater affinity than yifKP1 RNA (Fig. S3). 

Interestingly, yifKP1 RNA becomes detectable in the presence of the L32P mutation regardless of the 

sRNA background. As proposed above, we believe that the effect of the L32P mutation is to offset all 

competing RNA ligands that normally bind to the distal face, de facto making more Hfq available to 
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ligands that only require the proximal face for binding. Consistent with this interpretation, Hfq L32P 

downregulates the transcripts from the chiPQ locus in the absence of any sRNA (Fig. 6). Normally, 

chiPQ and chiP mRNAs accumulate in strains deleted for chiX since they are stabilized by the 

translational derepression [28]. Finding that this is not the case if the ∆chiX strain harbors the Hfq 

L32P mutation (last lane on the right), strongly suggests that the Hfq L32P can bind to the 5’ UTR of 

chiPQ and chiP mRNAs, without the help of any sRNA, interfere with their translation and stimulate 

their decay. 

 

Assessing the contribution of the arginine patch in the Hfq rim to yifKP1 and yifKP2 regulation  

A large body of evidence indicates that the arginine patch in the lateral surface of the Hfq hexamer 

plays a major role in Hfq-mediated RNA transactions [418,431,433,434]. The RRER patch is highly 

conserved in Gram-negative bacteria, while conservation declines in the Hfq proteins from Gram-

positive bacteria whose role in regulation is less established [431]. These include the Hfq proteins 

from Bacillus subtilis or Staphylococcus aureus, both of which fail to complement the loss of Hfq in 

Salmonella [318,443]. It was recently proposed that the divergence of the arginine patch sequences 

can account for the lack of complementation [433].  

The arginine patch lies in close proximity of N13, one of the proximal face residues mutated 

in this study (Fig. S4). To gain further insight into the interaction paths of yifKP1 and yifKP2 on the 

Hfq surface, we constructed two rim mutants, one in which the RRER sequence is replaced by the 

corresponding sequence in the Hfq protein of B. subtilis (RKEN), the other with the sequence from S. 

aureus Hfq (KANQ). The effects of these mutations on yifKP1 and yifKP2 regulation were analyzed in 

the background of the yifK-lacZ fusions (Fig. 7A, in preparation). In parallel, binding of the mini 

mRNA derivatives and of ChiX, GcvBX and RyhBX to the mutant Hfqs was evaluated by examining 

the stability of these RNAs in vivo by Northern blot analysis (data not show) 

 

Dominant negative phenotype of a Gfp insertion in the Hfq rim.  

We have constructed a hybrid protein carrying the superfolder Gfp inserted in the rim of the Hfq 

hexamer. This chimera exhibits a dominant negative phenotype when combined with wild-type Hfq, 

presumably due to the formation of partially or completely inactive heterohexamers. We are analyzing 

the effects of this insertion mutant on yifKP1 and yifKP2 regulation and Hfq binding both in wt hfq 

and ∆hfq backgrounds (data not show). 
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Discussion (in preparation) 

 

Experimental Procedures 

Bacterial strains and culture conditions 

Strains used in this work are derived from either of two strains of Salmonella enterica serovar 

Typhimurium: strain MA3409, a derivative of strain LT2 [444] cured for the Gifsy prophage [445]. 

The genotypes of the relevant strains used are listed in Table S1. Bacteria were cultured at 37°C in 

liquid media or in media solidified by the addition of 1.5% Difco agar. LB broth [446] was used as 

complex medium. Carbon-free medium (NCE) [447], supplemented with 0.2% glycerol or 0.2% 

lactose was used as minimal medium. Antibiotics (Sigma-Aldrich) were included at the following final 

concentrations: chloramphenicol, 10 µg ml-1; kanamycin monosulphate, 50 µg ml-1; sodium 

ampicillin 100 µg ml-1; spectinomycin dihydrochloride, 80 µg ml-1; tetracycline hydrochloride, 25 µg 

ml-1. MacConkey agar plates containing 1% lactose [448] were used to monitor lacZ expression in 

bacterial colonies. Liquid cultures were grown in New Brunswick gyratory shakers and growth was 

monitored by measuring the optical density at 600 nm with a Shimazu UV-mini 1240 

spectrophotometer.  

 

Genetic techniques 

Generalized transduction was performed using the high-frequency transducing mutant of phage P22, 

HT 105/1 int-201 [449] as described [450]. Chromosomal engineering (recombineering) was carried 

out by the  red recombination method [451-453] implemented as in [451]. Chromosomal lacZ gene 

fusions were constructed with the two-step procedure of [454]. Marker-free scarless mutagenesis was 

carried out as described [455]. Unless specified otherwise, the latter protocol was used for construction 

of all chimeric molecules. Donor DNA fragments used in the all of the above procedures were 

generated by the polymerase-chain reaction (PCR) using plasmid DNA or chromosomal DNA or DNA 

oligonucleotides as templates. Amplified fragments were electroporated into appropriate strains 

harboring the conditionally replicating plasmid pKD46, which carries the  red operon under the 

control of the NT
AD

 promoter [451]. Bacteria carrying pKD46 were grown at 30°C in the presence of 

ampicillin. Arabinose (10 mM) was added 3 hours prior to preparation of electrocompetent cells. 

Electroporation was carried out using a Bio-Rad MicroPulser under the conditions specified by the 

manufacturer. Recombinant colonies were selected on LB plates containing the appropriate selection 

agent. Constructs were verified by PCR and DNA sequence analysis (performed by GATC company). 

DNA oligonucleotides used as PCR primers in the above constructions are listed in Table S2.  
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Measurement of β-galactosidase activity 

β-galactosidase activity was assayed in toluene-permeabilized cells as described in [456] and is 

expressed in Miller units or as percentage of the activity measured in the wild-type strain in the same 

experiment. Typically, measurements were performed on duplicate or triplicate cultures grown in late 

exponential phase (OD600 ≈ 0.7). Standard deviations were generally less than 5% of the mean.  

 

RNA extraction and Northern blot analysis  

RNA was prepared by the acid-hot-phenol method from exponentially growing cells (OD600 of 0.35) 

as previously described [457]. Total RNA was estimated from the value of the OD at 260nm. For 

polyacrylamide-8M urea in TBE (Tris-borate-EDTA pH 8.3) buffer or by 1.3% agarose-2.2 M 

formaldehyde gel electrophoresis in MOPS ([N-morpholino] propanesulfonic acid-sodium acetate-

EDTA pH7.0) buffer. For polyacrylamide gels, transfer of the RNA onto Hybond-N+ membrane 

(Amersham), was performed with a semidry electrotransfer apparatus (Transblot SD; BioRad); in the 

case of agarose gels, transfer to the same support was done using a vacuum blotter (Boekel/Appligene) 

after mild denaturation treatment in 50 mM NaOH, 10 mM NaCl. RNA was crosslinked to membrane 

by UV irradiation (Statagene UV Stratalinker 2400). DNA Membranes were hybridized to DNA 

oligonucleotides probes (Table S2) as follows: 5 pmol of oligonucleotide were 5' end-labeled using 10 

U of T4 polynucleotide kinase (New England Biolabs) and 30 mCi of [-
32

P]ATP (3,000 mCi mmol-1, 

Hartmann Analytic). Unincorporated radioactivity was eliminated by passage through Micro-Bio Spin 

6 chromatography columns (BioRad). Hybridization was carried out in Ambion Oligonucleotide 

Hybridization Buffer at 45-50°C following Ambion’s protocol. RNA was analysed by 

Phosphorimaging using ImageQuant software.  
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Figure Legends 

Figure 1. Sequences of mRNAs, sRNAs and chimeric derivatives analyzed in this study.  

A) 5’ UTR of mRNAs. GcvB-regulated yifK mRNA (center) has a (AAY)3 Hfq binding motif 

(highlighted in pink).  In the yifKP1 chimera, top, A 51 nt segment including the GcvB target sequence 

and the (AAY)3 motif was replaced by a 62 nt chiP segment encompassing the ChiX target sequence 

(highlighted in yellow) and the U-rich Hfq binding sequence (highlighted in light blue) from the chiP 

mRNA.. A variant of yifKP1 was constructed by deleting the U-rich segmented (deletion denoted by 

“∆U” overline). The yifKP2 derivative, bottom, also carries the sRNA binding sequence targeted by 

ChiX (in yellow). Only the pairing region is exchanged (as part of a 24 nt / 27 nt swap) so that the 

target sequence of ChiX is in the context of the (AAY)3 motif. 

 B) sRNAs GcvBX and RhyBX were derived from GcvB and RyhB1, respectively, by replacing their 

paring sequences with the pairing sequence of ChiX (highlighted in yellow). The putative Hfq binding 

sites on both sRNAs are highlighted in blue. The (AAY)3-type Hfq binding site of ChiX is highlighted 

in pink. 

 

Figure 2. Effect of reassorting the Hfq binding sites of sRNA and target mRNA on sRNA-

mediated regulation.  

ß-galactosidase activity in strains carrying lacZ translational fusions to yifKP1, yifKP2 and yifKP1∆U.. 

Activity was assayed in strains expressing chromosomally encoded ChiX, or GcvBX, or RhyBX, none 

of the three (∆sRNA) and in a ∆hfq mutant strain (put MA numbers). Bacteria were grown in LB at 

37°C to OD600 of 0.4 and assays performed as described in Materials and Methods section.  Fold 

effects in the expression of mRNAs as a function of the sRNA present in the cell are shown on the 

accompanying table. The full genotypes of the strains used are shown in Table S1 

 

Figure 3. Identification of Hfq mutations affecting yifKP1 and yifKP2 repression by RyhBX 

differentially. 

A: Salmonella Hfq protein, proximal and distal face views (PyMol, “surface” mode, PDB#2YLB). 

Mutations isolated her change proximal face residues P10 (red) and N13 (green) and distal face 

residue L32 (black). 
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B) ß-galactosidase activity in strains carrying lacZ translational fusions to yifKP1, yifKP2 expressing 

the chromosmically encoded sRNA RhyBX, combined with wt hfq, ∆hfq and the different hfq 

mutations. All strains contain a deletion of the fur gene (Table S1).  

 

Figure 4. Northern analysis of the steady state levels of sRNAs in Hfq prximal and distal face 

mutants.  

Total RNA extracted from exponentially growing cells (OD600 . 0.35) was fractionated on an 8% 

polyacrylamide-8M urea gel and electrotransferred onto a Hybond-N. membrane. Blots were 

hybridized to 5’-end labelledDNA oligonucleotide probes (Table S). 5S RNA is used as loading 

control. The strains used are listed in Table S1.  

 

Figure 5: Northern analysis of steady state levels of mini-mRNAs in the presence of different 

sRNAs and different hfq alleles.  

A) yifKP2 mini-transcript made by replacing the initiating AUG by Rho-independent terminator B) 

yifKP1 mini- transcript made as above. yifKP1* is a shorter of yifKP1 likely to result from processing. 

Total RNA extracted from exponentially growing cells (OD600 . 0.35) was fractionated on an 8% 

polyacrylamide-8M urea gel and electrotransferred onto a Hybond-N. membrane. Blots were 

hybridized to 5’-end labeled DNA oligonucleotide probes (Table S2). 5S RNA is used as loading 

control. Salmonella strains used are listed in Table S1. 

 

Figure 6 Destabilizing direct effect of distal face Hfq mutant L32P on chiPQ mRNA.  

Northern blot analysis was performed as follows; total RNA was extracted from exponentially 

growing cells (OD600 . 0.35) was fractionated on a 1.3% agarose-2.2 M formaldehyde gel in MOPS 

buffer pH7.0.  Transfer of the RNA onto Hybond-N+ membrane (Amersham), was performed using a 

vacuum blotter (Boekel/Appligene) after mild denaturation treatment in 50 mM NaOH, 10 mM NaCl. 

Blots were hybridized to 5’-end labeled DNA oligonucleotide probes (Table S2). 5S RNA is used as 

loading control (Table S1).  
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Table S1. Salmonella strains used in this work. --- Guillemardet et al. 

Figure 2 

Strain Génotype 

BG220 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ 

BG229 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat 

BG231 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat gcvBX 

BG237 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ 

BG238 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat 

BG239 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat gcvBX 

BG262 Gifsy-1[-] yifKP1ΔU::lacZ 

BG263 Gifsy-1[-] yifKP1ΔU::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat 

BG264 Gifsy-1[-] yifKP1ΔU::lacZ   Δ[chiX-ybaP]::cat gcvBX 

BG268 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar 

BG269 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar 

BG274 Gifsy-1[-] yifKP1ΔU::lacZ   ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar 

BG625 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ Δhfq::cat 

BG637 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ  Δhfq::cat 

 
 
 
 

Figure 3 

Strain Génotype 

BG483 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Δhfq::cat 

BG497 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfq-3XFLAG-cat 

BG563 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Δhfq::cat 

BG601 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfq-3XFLAG-cat 

BG610 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqP10L-3XFLAG-cat 

BG611 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqP20L-3XFLAG-cat 

BG612 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqN13Y-3XFLAG-cat 

BG613 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqN13Y-3XFLAG-cat 

BG616 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqL32P-3XFLAG-cat 
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BG617 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqL32P-3XFLAG-cat 

 

Figure 4 

Strain Génotype 

BG483 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Δhfq::cat 

BG497 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfq-3XFLAG-cat 

BG610 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqP10L-3XFLAG-cat 

BG612 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqN13Y-3XFLAG-cat 

BG616 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqL32P-3XFLAG-cat 

BG630 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar hfq-3XFLAG-cat 

BG631 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Δhfq::cat 

BG633 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar hfqP10L-3XFLAG-cat 

BG634 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar hfqN13Y-3XFLAG-cat 

BG635 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar hfqL32P-3XFLAG-cat 

BG676 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Hfq-3XFlag-cat 

BG677 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR  Hfq::cat 

BG679 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Hfq-P10L-cat 

BG680 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR  Hfq-N13Yg-cat 

BG681 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR  Hfq-L32P-cat 

 
 
 

Figure 5 

Strain Génotype 

BG737 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini Hfq-3XFlag-cat 

BG738 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini ΔHfq::cat 

BG740 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini Hfq-P10L-cat 

BG741 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini Hfq-N13Y-cat 

BG742 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini Hfq-L32P-cat 

BG743 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini Hfq-3XFlag-cat 

BG744 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini ΔHfq::cat 

BG746 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini Hfq-P10L-cat 

BG747 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini Hfq-N13Y-cat 

BG748 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini Hfq-L32P-cat 
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BG763 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini ΔChiX::tetAR Hfq-3XFlag-cat 

BG764 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini ΔChiX::tetAR  ΔHfq::cat 

BG766 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini ΔChiX::tetAR  Hfq-P10L-cat 

BG767 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini ΔChiX::tetAR  Hfq-N13Y-cat 

BG768 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini ΔChiX::tetAR  Hfq-L32P-cat 

BG769 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-3XFlag-cat 

BG770 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar ΔHfq::cat 

BG772 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-P10L-cat 

BG773 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-N13Y-cat 

BG774 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-L32P-cat 

BG775 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-3XFlag-cat 

BG776 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar ΔHfq::cat 

BG778 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-P10L-cat 

BG779 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-N13Y-cat 

BG780 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP1-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-L32P-cat 

BG781 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini ΔChiX::tetAR Hfq-3XFlag-cat 

BG782 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini ΔChiX::tetAR  ΔHfq::cat 

BG784 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini ΔChiX::tetAR  Hfq-P20L-cat 

BG785 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini ΔChiX::tetAR  Hfq-N13Y-cat 

BG786 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini ΔChiX::tetAR  Hfq-L32P-cat 

BG787 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-3XFlag-cat 

BG788 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar ΔHfq::cat 

BG790 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-P20L-cat 

BG791 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-N13Y-cat 

BG792 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini gcvBX Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-L32P-cat 

BG793 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-3XFlag-cat 

BG794 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar ΔHfq::cat 

BG796 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-P20L-cat 

BG797 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-N13Y-cat 

BG798 Gifsy-1[-] yifK C>-32>A yifKP2-mini  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar Hfq-L32P-cat 
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Figure 6 

Strain Génotype 

BG692 Gifsy-1[-] yifK::MudK Hfq-3XFlag-cat ΔChiX::tetAR 

BG693 Gifsy-1[-] yifK::MudK Hfq::cat ΔChiX::tetAR 

BG695 Gifsy-1[-] yifK::MudK Hfq-P10L-cat ΔChiX::tetAR 

BG696 Gifsy-1[-] yifK::MudK Hfq-N13Y-cat ΔChiX::tetAR 

BG697 Gifsy-1[-] yifK::MudK Hfq-L32P-cat ΔChiX::tetAR 

 

 

Figure S1 

Strain Génotype 

BG153 Gifsy-1[-] chiPB ::lacZ ChiXR Δfur::tetAR 

MA11399 Gifsy-1[-] ChiXG 

MA11619 Gifsy-1[-] gcvBX 

MA11685 Gifsy-1[-] ryhBB ΔryhB2::spec Δfur::tetAR 

MA11694 Gifsy-1[-] ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR 
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Table S2. DNA oligonucleotides uses in this work --- Guillemardet el al. 

Name Sequence (5’-3’) 

ppB10 ACACTACCATCGGCGCTACG 

ppB68 TGCCAATAATAGATGCCGCCCGTTAACGTGGAGTCGTCGA 

ppE17 TGCTTTCAGGTTCTCCGTAGGGGTTCCCCTGAATGCAAGG 

ppI12 ACCAGGTGCATCAGTTCGCT 

ppI13 CACCAGACGCGTAGCCAGAT 

ppI22 GGTAATACGACTCACTATAGGGCAATCGATGTACCCATAACAATAACCG 

ppI23 CCCGAGGGCAATCAATTCAA 

ppL01 GATCCGAAGCGAAAGCGTCGGGATAATAATAACGATGAAATTGTGATGTTGTGTTGTTGTGTTTGC 

ppL02 AAATATTGAAATAAAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCATTGCAAACACAACAACACAACATCAC 

ppL05 GATCCGAAGCGAAAGCGTCGGGATAATAATAACGATGAAATGACATTGCTCACATTGCTTCCAGG  

ppL06 AAATATTGAAATAAAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCCTGGAAGCAATGTGAGCAATG  

ppL11 CATCGTTATTATTATCCCGACGCTTTCGCTTCGGATC 

ppL13 CCCATCAGAACACGCATTCCGATAAAACTTTTCGTTCCGGCTCA 

ppM31 TTTATCGGAATGCGTGTTCTGATGGGCTTTTGGCTTACGGTTGTGACCTCTTTGACGAATTGGTC 

ppM32 AAAAGGGTAGTCTCGCTACCGTGGTCTGAATCGCAGACCAATTCGTCAAAGAGGTCAC 

ppN22 CTTGCATTCAGGGGAACCCCTACGGAGAACCTGAAAGCACTTGTGATGTTGTGTTGTTGTGTTTGC 

ppN23 AAACCCAAAAAAAAAGCCAGCAAAAGCTGGCCAAAATAATACCAATTGCAAACACAACAACACAACATC 

ppN24 CTTGCATTCAGGGGAACCCCTACGGAGAACCTGAAAGCACTCCTCTTTGACG 

ppN25 AAACCCAAAAAAAAAGCCAGCAAAAGCTGGCCAAAATAATCGTCAAAGAGGAGTGCTTTCAGG 

ppO05 AATCGATGTACCCATAACAATAACCGGTACTACCGGAACCCAATTTATACGTCAAAGAGG 

ppO06 CTTCCAGCCCACGCTGTAGCTCCGGTTTTTTCTCTGCCATAAGTTAATCCTCTTTGACGTATAAATTGGG 

ppO35 GTCCAAATTTAAGAAAATATTCGCAACAATCGATGTACCCTTTTTATTTTTTCGCTGTTCGC 

ppO36 CTTCCAGCCCACGCTGTAGCTCCGGTTTTTTCTCTGCCATAAGTTAATCCTCTTTGACGTATAAATT 

ppO79 GGTAATACGACTCACTATAGGGCAATCGATGTACCCTTTTTATTTTTTC 

ppP02 AATGCTCCATTTGCCATTTGTCCAAATTTAAGAAAATATTCGCAACAATCGATGTACCCCG 

ppP03 TCTTTGACGTATAAATTGCTGCCGACAAAAGCGAACAGCGGGGTACATCGATTGTTGC 

ppV33 TGTTCGCTTTTGTCGGCAGCAATTTATACGTCAAAGAGGATTAACTTCCACCCACGGGCGAATG 

ppV34 AACCGGTACTACCGGAACCCAATTTATACGTCAAAGAGGATTAACTTCCACCCACGGGCGAATG 

ppV35 AATAATCGTGGTGACTTTGATCATCGCAAACCAGAACTCGATTTGTGTAGGCTGGAGCTGCTT 

ppV54 GGTTCCGGTAGTACCGGTTATTGTTATGGGTACATCGATT 

ppV55 TTTGACGTATAAATTGCTGCCGACAAAAGCGAACAGCGAAAAAATAAAAA 
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 Étude complémentaire : Rôle de la structure en tige-boucle en 1.4)

aval du site de fixation d’Hfq 

Lors de l’étude précédente, nous avons observé que l’ARNm yifKP1, possédant le site de 

fixation d’Hfq de chiP (site polyU), est régulé de manière extrêmement efficace par ChiX 

(facteur 200X). Alors que le petit ARN régulateur chimérique GcvBX, dérivée de GcvB, 

n’arrive que très peu à réguler cette même construction. A contrario, dans la souche portant 

yifKP2, avec le site de fixation d’Hfq natif de yifK (motif (AAN)3), la régulation par les petits 

ARN ChiX et GcvBX est inversée par rapport à celle qui est observée chez l’ARNm yifKP1. 

En effet, GcvBX régule fortement yifKP2 (facteur 7) alors que ChiX le régule nettement 

moins efficacement. Bien que ces résultats puissent s’expliquer par les différences de 

séquences des sites de fixations d’Hfq des ARNm chimères par rapport aux petits ARN 

régulateurs, il existe d’autres changements au sein des séquences de ces ARNm, notamment la 

structure en tige-boucle en aval du site de fixation d’Hfq. En effet, lors de la construction de 

yifKP1, j’ai remplacé la séquence comprise entre le site de fixation d’Hfq et le site 

d’appariement de GcvB sur l’ARNm yifK par la séquence équivalente de chiP (Figure 38 A). 

Cette construction possède donc la structure en tige-boucle de chiP qui est différente de celle 

de yifK de par sa taille et par sa séquence. À l’inverse, lors de la construction de yifKP2, j’ai 

seulement remplacé la région d’appariement de GcvB de yifK par celle de ChiX chez chiP 

(Figure 38C). Ces différences de séquences, en plus de la différence du site de fixation d’Hfq, 

pourraient avoir un rôle dans la régulation de nos ARNm. Nous avons donc vérifié si la 

structure en tige-boucle en aval du site de fixation d’Hfq dans les ARNm yifKP1 et yifKP2 

jouait un rôle dans la régulation par les petits ARN régulateurs ChiX et GcvBX. 

Afin de vérifier cela, j’ai construit deux nouveaux ARNm chimères yifKP4 et yifKP5 pour 

vérifier notre hypothèse. Ces constructions ont été réalisées en suivant le protocole de 

recombinaison sans cicatrice à partir des souches portant yifKP1::lacZ et yifKP2::lacZ . La 

première chimère, yifKP4, est dérivée de yifKP1, mais possède le site de fixation d’Hfq de 

yifK à la place de celui de chiP, mais conserve la structure en tige-boucle de chiP (Figure 38 

A). La seconde chimère, yifKP5, a été construite à partir de yifKP2, mais en remplaçant le site 

de fixation d’Hfq au motif (AAN)3 par le motif polyU de chiP (Figure 38 C). J’ai ensuite 

transféré ces constructions par transductions dans différentes souches pour étudier leurs 

régulations par les différents petits ARN régulateurs. 
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Figure 38 : Régulation de yifKP4 et yifKP5 par les petits ARN régulateurs ChiX, 

GcvBX et RyhBX. 

 

A)

C)

B)

D)
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 Finalement, j’ai réalisé un dosage de l’activité β-galactosidase de ces différentes 

constructions en présence des petits ARN régulateurs ChiX, GcvBX et RyhBX afin de les 

comparer aux résultats obtenus avec les ARNm yifKP1 et yifKP2 (Figure 38 B et D). 

L’analyse de ces résultats montre qu’en remplaçant le site de fixation d’Hfq poylU de yifKP1 

par le site de fixation d’Hfq (AAN)3 de yifK, la régulation de cet ARNm a drastiquement 

changé. En effet, yifKP1 est très bien régulé par ChiX et RyhBX et très peu par GcvBX alors 

qu’yifKP4 présente une régulation opposée sauf pour RyhBX. En effet, il est très bien régulé 

par GcvBX passant de 920 à 210 unités de Miller entre les ARNm yifKP1 et yifKP4 

respectivement (Figure 38 B). A contrario, ChiX ne réprime pas yifKP4 (276 unités de Miller) 

aussi bien qu’il ne le fait pour yifKP1 (8 unités de Miller). Enfin, RyhBX régule très 

efficacement les deux ARNm sans montrer de réelle différence d’expression du rapporteur 

passant de 6 unités de Miller avec yifKP1 à 16 unités de Miller chez yifKP2 (Figure 38 B). 

L’effet inverse est observable en remplaçant le site de fixation d’Hfq (AAN)3 de yifKP2 

par le site de fixation d’Hfq polyU de chiP. En effet, dans ce cas, la régulation de yifKP5 par 

ChiX est plus efficace passant de 270 à 55 unités de Miller entre les ARNm yifKP2 et yifKP5 

(Figure 38 D). En parallèle, la régulation de l’ARNm yifKP5 par GcvBX est moins efficace 

que celle de yifKP2, passant de 130 à 1000 unités de Miller chez yifKP2 et yifKP5 

respectivement (Figure 38 D). Ici aussi, la régulation par RyhBX n’est que très peu altérée par 

A) Représentation des séquences et structures secondaires des ARNm yifKP1 et yifKP4. Le 

site de fixation d’Hfq polyU de chiP est surligné en orange claire, le site de fixation d’Hfq 

de motif (AAN)3 de yifK est surligné en vert. Le site d’appariement de ChiX est surligné 

en orange foncé. La séquence de SD est surlignée en rouge et l’AUG initiateur est sous-

ligné en bleu clair. B) Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase 

exponentielle de croissance dans les souches yifKP1::lacZ et yifKP4::lacZ en présence des 

petits ARN régulateurs ChiX, GcvBX et RyhBX ou en leurs absences. C) Représentation 

des séquences et structures secondaires des ARNm yifKP2 et yifKP5. Le site de fixation 

d’Hfq polyU de chiP est surligné en orange claire, le site de fixation d’Hfq de motif 

(AAN)3 de yifK est surligné en vert. Le site d’appariement de ChiX est surligné en orange 

foncé. La séquence de SD est surlignée en rouge et l’AUG initiateur est sous-ligné en bleu 

clair. D) Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase exponentielle de 

croissance dans les souches yifKP2::lacZ et yifKP5::lacZ en présence des petits ARN 

régulateurs ChiX, GcvBX et RyhBX ou en leurs absences. 
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le changement du site de fixations à Hfq. En effet, ce dernier entraine une légère diminution 

de la capacité de RyhBX à réguler l’ARNm faisant passer l’activité du rapporteur de 6 unités 

de Miller chez yifKP2 à 30 unités de Miller chez yifKP5 (Figure 38 D) 

Ces résultats nous ont permis de confirmer que le changement du site de fixation d’Hfq 

peut modifier la régulation d’un ARNm par rapport à un petit ARN régulateur donné. Bien 

que ces résultats confortent notre hypothèse, il semble que la structure en tige-boucle pourrait 

aussi jouer un rôle, bien que non-essentiel, dans la régulation. En effet, l’ARNm yifKP4 est 

moins bien régulé par GcvBX que ne l’est yifKP2 alors qu’en même temps, yifKP5 est moins 

bien régulé par ChiX qu’yifKP1. À la différence des autres petits ARN régulateurs, RyhBX 

est déjà capable de réguler aussi efficacement yifKP1 et yifKP2. Les changements au niveau 

des sites de fixations à Hfq sur ces ARNm ne modifient que très peu sa capacité à les réguler, 

bien qu’ils aient un léger impact. Pourtant, les sites de fixations d’Hfq et d’appariement des 

petits ARN sont les mêmes. Les différences de séquences résident principalement dans la 

structure en tige-boucle qui diffère d’un ARNm à l’autre. Les reconnaissances entre les 

ARNm et leurs petits ARN régulateurs et le résultat de l’interaction qui en découle semblent 

donc suivre des règles plus complexes qu’ils n’y paraissent. 
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 Étude complémentaire : Formation du complexe ternaire 1.5)

ARNm : Hfq : petit ARN régulateur in vitro 

Au cours des expérimentations non présentés dans la thèse, nous avons pu montrer que les 

différents ARNm et petit ARN régulateurs chimères, étaient capables d’interagir avec la 

protéine Hfq in vitro, par des expériences de retard sur gel. Cette expérimentation nous a 

également permis de calculer l’affinité des différentes molécules d’ARN pour Hfq. En 

parallèle avec ces travaux, nous avons également voulu savoir s’il était possible d’observer, 

par des expériences analogues, la formation du complexe ternaire ARNm : Hfq : petit ARN 

régulateur.  

Les ADN matrices permettant la synthèse des différents ARN ont été réalisés par PCR en 

utilisant des oligonucléotides sens ayant la séquence du promoteur reconnu par l’ARN 

polymérase du phage T7 en amont des séquences d’intérêt. Les ARN ont été synthétisés in 

vitro, puis une fraction fut radiomarqué. Les ARN synthétisés (radioactif ou non) ont par la 

suite été quantifiés pour réaliser les expériences de retard sur gel. Dans un premier temps, 

nous avons voulu savoir si cela était possible de voir les interactions entre les ARNm et les 

petits ARN régulateurs [1,458]. Les ARNm qui ont été sélectionnés pour cette étude sont chiP 

et son dérivé chiPK ainsi qu’yifK et ses dérivés yifKP1 et yifKP2. Les petits ARN régulateurs 

utilisés sont ChiX, GcvB et son dérivé GcvBX. 

Les résultats de ces expériences ARNm : petit ARN régulateur ont permis de confirmer 

l’existence des interactions entre les différentes molécules. En effet, en étudiant les 

interactions de l’ARNm chiP avec les différents petits ARN régulateurs, ce dernier est 

capable de former un complexe avec les petits ARN ChiX et GcvBX, mais pas avec le petit 

ARN GcvB dans les conditions de l’expérience (Figure 39 A). De même, l’ARNm yifK 

n’interagit qu’avec le petit ARN GcvB comme cela était attendu (Figure 39 B). Pour les 

ARNm yifKP1 et yifKP2, nous pouvons observer, dans les deux cas, que les petits ARN 

régulateurs ChiX et GcvBX arrivent à former un complexe avec eux (Figure 39 C et D). Ce 

résultat n’a rien de surprenant puisque les ARNm yifKP1 et yifKP2 possèdent la séquence 

d’appariement de chiP à ChiX et que ChiX et GcvBX possèdent la séquence d’appariement 

complémentaire. Seule exception parmi ces résultats, l’ARNm chiPK ne semble pas être 

capable d’interagir avec GcvB alors que ce dernier possède la région d’appariement 

complémentaire. Mais, GcvB n’est pas capable de réguler l’ARNm chiPK in vivo donc ce 

résultat, bien que surprenant, n’est pas si étrange. Dans l’ensemble, les résultats de ces 
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Figure 39 : Expérience de retard sur gels pour observer les interactions ARN:ARN. 
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expériences de retards sur gels sont très intéressants et permettent de confirmer in vitro les 

interactions entre les différents ARN. Ce point validé, nous pouvons nous intéresser au 

complexe ternaire in vitro. 

Afin d’examiner les complexes ternaires par des expériences de retard sur gels, j’ai suivi 

le protocole suivant : i) préformer un complexe secondaire ARN : Hfq ; ii) ajouter le troisième 

partenaire pour former le complexe ternaire [1-3]. En suivant ce protocole, j’ai réalisé 

différentes expériences visant à visualiser les complexes ternaires in vitro. Les résultats de ces 

expérimentations sont regroupés dans les Figures 40 et 41.  

Dans un premier temps, nous allons nous intéresser aux ARNm susceptibles d’interagir 

avec le petit ARN GcvB, en l’occurrence les ARNm yifK et chiPK (Figure 40 A et B). Dans le 

cas de l’ARNm yifK, en présence de GcvB, nous pouvons observer la formation d’un premier 

retard (shift) sur gel en présence de l’ARNm et de la protéine Hfq. Après ajout du petit ARN 

GcvB à 5nM, nous pouvons observer une bande apparaitre encore plus retardé que le 

complexe yifK : Hfq pouvant correspondre à un super retard (supershift) dû à la formation 

d’un complexe ternaire yifK : Hfq : GcvB (Figure 40 A). De façon intéressante, en 

augmentant la concentration du petit ARN GcvB, nous observons une disparition du shift 

yifK : Hfq au profit du supershift du complexe ternaire. A contrario, lorsque nous utilisons des 

petits ARN régulateurs ne pouvant pas interagir avec cet ARNm comme ChiX et GcvBX, 

nous ne voyons pas apparaitre le supershift. Plus intéressant encore, dans le cas du petit ARN 

GcvBX, nous observons une disparition progressive de la bande correspondant au complexe 

A) Expériences de retard sur gel en présence de l’ARNm chiP radiomarqué à 1nM. Les 

petits ARN régulateurs ChiX, GcvB et GcvBX ont été ajoutés en concentration croissante 

allant de 0nM à 200nM. B) Expériences de retard sur gel en présence des petits ARN 

régulateurs ChiX, GcvB et GcvBX radiomarqué à 1nM. L’ARNm yifK a été ajouté en 

concentration croissante allant de 0nM à 200nM. C) Expériences de retard sur gel en 

présence des petits ARN régulateurs ChiX et GcvBX radiomarqués à 1nM. L’ARNm 

yifKP1 a été ajouté en concentration croissante allant de 0nM à 200nM. D) Expériences de 

retard sur gel en présence des petits ARN régulateurs ChiX et GcvBX radiomarqués à 

1nM. L’ARNm yifKP2 a été ajouté en concentration croissante allant de 0nM à 200nM. E) 

Expériences de retard sur gel en présence de l’ARNm chiPK radiomarqué à 1nM. Les 

petits ARN régulateurs ChiX, GcvB et GcvBX ont été ajoutés en concentration croissante 

allant de 0nM à 200nM. 
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GcvBX : Hfq au profit de la bande correspondant à GcvBX en augmentant progressivement la 

concentration en ARNm yifK (Figure 40 A). Il semble donc, dans ce cas, que l’ARNm yifK 

titre la protéine Hfq du complexe GcvBX : Hfq. Dans le cas de l’ARNm chiPK, nous 

retrouvons un résultat légèrement différent de celui observé avec l’ARNm yifK. En effet, en 

augmentant la concentration de l’ARNm chiPK, nous pouvons observer deux phénomènes en 

présence du petit ARN GcvB. En premier, lorsque la concentration en ARNm atteint 100nM, 

nous pouvons observer la formation d’une bande correspondant à un supershift du complexe 

ternaire GcvB : Hfq : chiPK (Figure 40 B). En second, en augmentant progressivement la 

quantité de l’ARNm, nous pouvons observer une augmentation de la bande correspondant au 

petit ARN GcvB seul. Dans ce cas, nous pouvons supposer qu’une partie du complexe GcvB : 

Hfq forme, après ajout de chiPK, un complexe ternaire, mais, au vu de ces résultats, que 

 

Figure 40 : Expérience de retard sur gel pour observer les complexes ternaires GcvB : 

Hfq : ARNm. 

A) Expériences de retard sur gel en présence des petits ARN régulateurs ChiX et GcvBX 

ainsi que de l’ARNm yifK, tous radiomarqués et à 1nM. La concentration de la protéine 

Hfq est de 50nM. L’ARNm yifK et le petit ARN GcvB ont été ajoutés au complexe 

secondaire en concentration croissante de 0nM à 200nM. B) Expériences de retard sur gel 

en présence des petits ARN régulateurs radiomarqués ChiX, GcvBX et GcvB à 1nM. La 

concentration de la protéine Hfq est de 50nM. L’ARNm chiPK a été ajouté au complexe 

secondaire en concentration croissante de 0nM à 200nM [1-3]. 
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l’ARNm rentre également en compétition avec GcvB pour Hfq. En effet, ces deux molécules 

possèdent le même site de fixation à la protéine Hfq : un site polyU. En présence des petits 

ARN ChiX ou GcvBX, nous constatons un résultat équivalent avec celui observé avec 

l’ARNm yifK. Les expériences avec ChiX ne révèlent pas un changement de profil en 

augmentant la quantité d’ARNm (Figure 40 B). Alors que pour GcvBX, nous observons que 

l’augmentation de la concentration de l’ARNm entraine une compétition pour la protéine Hfq 

et diminue la proportion de complexes secondaire au profit du signal correspondant à GcvBX 

seul (Figure 40 B). 

Ces premiers résultats d’observations des complexes ternaires in vitro sont très 

encourageants. En effet, l’ensemble de nos résultats semble confirmer les expériences que 

nous avons réalisées in vivo sur ces mêmes constructions. C‘est-à-dire, seuls les couples yifK : 

GcvB et chiPK : GcvB forment des complexes ternaires. Nous allons maintenant nous 

intéresser aux ARNm capables d’interagir avec ChiX et GcvBX : chiP, yifKP1 et yifKP2 

(Figure 41 A, B et C). Dans un premier temps, observons les résultats obtenus avec l’ARNm 

chiP (Figure 41 A). En présence du petit ARN ChiX, nous pouvons observer la formation 

d’un supershift caractérisé par une bande très retardée sur le gel qui commence à apparaitre 

vers 25nM de chiP pouvant correspondre au complexe ternaire ChiX : Hfq : chiP. À haute 

concentration d’ARNm, nous remarquons la bande correspondant au supershift, la disparition 

de la bande correspondant au shift ChiX : Hfq ainsi que l’apparition de celle correspondant au 

complexe ChiX : chiP (Figure 41 A). Dans le cas du petit ARN GcvBX, les résultats sont plus 

contrastés (Figure 41 A). En effet, quel que soit les concentrations en ARNm utilisés, nous 

n’observons pas le supershift correspondant au complexe ternaire GcvBX : Hfq : chiP. Deux 

phénomènes liés sont observables : la formation d’un complexe GcvBX : chiP ainsi qu’une 

augmentation de la bande correspondant au petit ARN GcvBX seul (Figure 41 A). Cela peut 

s’expliquer par le fait que GcvBX et chiP ont le même site de fixation à Hfq. Les ARN vont 

donc se concurrencer pour la liaison à la protéine Hfq et l’ARNm chiP étant majoritaire, le 

complexe chiP : Hfq est privilégié. Et comme je l’ai montré précédemment, le complexe 

GcvBX : chiP se forme sans difficulté. Finalement, en présence du petit ARN GcvB, nous 

observons le même phénomène que celui observé avec GcvBX, mais sans la formation du 

complexe secondaire GcvB : chiP puisque ces derniers ne peuvent s’apparier (Figure 41 A).  
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Figure 41 : Expérience de retard sur gels pour observer les complexes ternaires ChiX 

: Hfq : ARNm et GcvBX : Hfq : ARNm 

A) Expériences de retard sur gel en présence des petits ARN régulateurs radiomarqués 

ChiX, GcvBX et GcvB à 1nM. La concentration en protéine Hfq est de 50nM. L’ARNm 

chiP a été ajouté au complexe secondaire en concentration croissante de 0nM à 200nM. B) 

Expériences de retard sur gel en présence des petits ARN régulateurs ChiX et GcvBX, 

ainsi que l’ARNm yifKP1, tous radiomarqués et à 1nM. La concentration en protéine Hfq 

est de 50nM. L’ARNm yifKP1 et le petit ARN GcvB ont été ajoutés au complexe 

secondaire en concentration croissante de 0nM à 200nM. C) Expériences de retard sur gel 

en présence des petits ARN régulateurs ChiX et GcvBX, ainsi que l’ARNm yifKP2, tous 

radiomarqué et à 1nM. La concentration en protéine Hfq est de 50nM. L’ARNm yifKP2 et 

le petit ARN GcvB ont été ajoutés au complexe secondaire en concentration croissante de 

0nM à 200nM [1-3]. 
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Nous pouvons maintenant examiner les résultats obtenus pour l’ARNm yifKP1 (Figure 41 

B). En présence du petit ARN ChiX, nous pouvons observer, à concentration croissante 

d’ARNm yifKP1, une augmentation également progressive de la bande correspondant au 

supershift du complexe ternaire ChiX : Hfq : yifKP1 ainsi qu’une diminution de la bande 

correspond au shift ChiX : Hfq (Figure 41 B). Dans le cas du petit ARN GcvBX, les résultats 

obtenus sont très proches de ceux avec l’ARNm chiP. En effet, la bande correspondant au 

supershift du complexe ternaire n’est pas présente, mais il apparait la bande correspondant au 

shift du complexe GcvBX : yifKP1 (Figure 41 B). Finalement pour le petit ARN GcvB, 

lorsque la concentration de ce dernier augmente, la bande correspondant au shift yifKP1 : Hfq 

diminue jusqu’à disparaitre totalement alors que la bande correspondant à yifKP1 seul 

augmente (Figure 41 B). Enfin, nous allons examiner les résultats obtenus lors des 

expériences réalisées avec l’ARNm yifKP2 (Figure 41 C). En présence du petit ARN ChiX, il 

y a apparition d’une faible bande correspondant au supershift du complexe ternaire ChiX : 

Hfq : yifKP2 dans le cas concentration élevée de l’ARNm (Figure 41 C). Dans le cas de 

GcvBX, contrairement à ce que nous avions pu observer avec les ARNm chiP et yifKP1, nous 

détectons très nettement l’apparition d’une bande correspondant au supershift du complexe 

ternaire GcvBX : Hfq : yifKP2 lorsque la concentration en ARNm yifKP2 atteint 50nM. 

L’apparition de cette bande entraine également la disparition progressive de la bande 

correspondant au shift du complexe GcvBX : Hfq (Figure 41 C). En dernier, nous allons 

regarder le cas de GcvB. Avec ce petit ARN, nous observons le même effet qu’avec yifKP1, 

mais en moins important. En effet, bien que la bande correspondant au shift yifKP2 :Hfq 

diminue au profit de la bande correspondant à yifKP2 seul, le complexe ne disparait pas 

totalement même à des concentrations élevées du petit ARN GcvB. 

Ces expériences nous ont permis d’observer des « supershifts » pouvant correspondre à 

des complexes ternaires ARNm : Hfq : petit ARN régulateur. De plus, les conditions de 

formations de ces complexes ternaires (couples ARNm : petit ARN régulateur) sont 

cohérentes avec ce que nous avions pu obtenir lors de nos expériences de régulation des 

ARNm par les petits ARN régulateurs in vivo. Dans les cas où les petits ARN régulateurs 

régulent fortement les ARNm, nous pouvons observer facilement la formation du complexe 

ternaire correspondant. Cela est le cas pour les couples ChiX : chiP, GcvB : yifK, ChiX : 

yifKP1 et GcvBX : yifKP2. En outre, lorsque les régulations in vivo sont relativement faibles, 

comme cela est le cas pour les couples ChiX : yifKP2, GcvBX : chiP, GcvBX : yifKP1, nous 

n’observons pas, ou avec difficulté, la formation du complexe ternaire. De plus, il a été 
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possible par cette approche d’obtenir des informations intéressantes sur les différentes 

interactions in vitro entre les différents protagonistes. Dans certains cas, au-delà de 

l’incapacité de former un complexe, nous avons pu observer la titration de la protéine Hfq 

engagée dans un complexe ARN : Hfq par un autre ARN, entrainant l’apparition soit d’une 

bande d’ARN seul soit d’une bande correspondant au complexe ARN : ARN. Dans la 

majorité de ces cas, cet effet n’est observable que lorsque le site de fixation de la protéine Hfq 

est du même type pour l’ARNm et pour le petit ARN régulateur. 
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 Étude complémentaire : Rôle du domaine C-terminal d’Hfq dans 1.6)

la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs. 

La protéine Hfq est subdivisée en deux domaines : le domaine N-terminal comprenant les 

acides aminés 1 à 65 et le domaine C-terminal composé du reste des acides aminés [7]. Le 

domaine N-terminal est une région très structurée chez Hfq et extrêmement bien conservée 

entre les différentes espèces [7]. Les différentes structures cristallographiques de la protéine 

Hfq sont réalisées exclusivement à partir de ce domaine [21,31,325,334-342]. Les différentes 

études sur les interactions entre Hfq et les ARN semblent indiquer que ce domaine est 

essentiel pour ce type d’interaction. En effet, les différentes mutations altérant ce domaine, 

qui ont été étudié dans la littérature ou au cours de cette thèse, ont montré qu’elles pouvaient 

impacter plus ou moins fortement la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs 

[349,359,418]. A l’inverse du domaine N-terminal, le domaine C-terminale varie énormément 

d’une espèce à l’autre, notamment au niveau de sa taille pouvant aller de 7 acides aminés à 

plus d’une trentaine (Figure 25)[7]. Le rôle de ce domaine reste moins clair. Des travaux 

réalisés sur ce dernier ont montré qu’il ne semblait pas jouer un rôle dans la régulation des 

ARNm par des petits ARN régulateurs notamment dans la régulation de l’ARNm sodB par 

RyhB [459]. Mais il aurait un rôle dans la localisation cytoplasmique de la protéine ainsi que 

dans la structuration de cette dernière [460,461]. 

Il a semblé intéressant de se poser des questions sur la fonction du domaine C-terminal de 

la protéine en utilisant les différents systèmes de régulations Hfq-dépendants ARNm : petit 

ARN régulateur étudiés au laboratoire. Pour ce faire, j’ai, dans un premier temps, réalisé deux 

délétions différentes du domaine C-terminal d’Hfq en utilisant la technique de recombinaison 

λ-red. La première délétion comprenait l’intégralité du domaine, englobant les acides aminés 

70 à 102 (HfqΔ70-102) (Figure 42). La seconde délétion conservait les 4 derniers acides 

aminés de la protéine (HfqΔ70-98) (Figure 42). En effet, des séquences de même type (EETE 

chez S. Typhimurium) se retrouvent généralement à la même position dans d’autres espèces, 

dont E. coli (EETE), S .aureus (ESSE) et B. subtilis (LELE) [7]. J’ai ensuite combiné ces 

différentes mutations par transduction avec les souches rapportrice chiP::lacZ, yifK::lacZ et 

sodB::lacZ. Un dosage de l’activité β-galactosidase de l’ensemble des souches portant les 

gènes hfq sauvage, hfqΔ70-98, hfqΔ70-102 ou Δhfq fut réalisé. 
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Le résultat de ces dosages a montré que l’effet de la délétion du domaine C-terminal 

n’impactait pas de la même façon l’expression des différents gènes rapporteurs (Figure 43 A). 

En effet, une grande différence est observable entre la souche rapportrice chiP régulé par 

ChiX et les souches rapportrices yifK et sodB régulés respectivement par GcvB et RyhB. Les 

différentes délétions d’Hfq ont un impact très important dans la régulation de chiP. La 

délétion HfqΔ72-98 affecte plus fortement la régulation de chiP que la délétion complète du 

domaine C-terminal faisant passer l’activité β-galactosidase de 75 unités de Miller en 

présence de l’allèle sauvage d’hfq à 1500 (facteur 20) et 700 (facteur 9) unités de Miller avec 

les allèles hfqΔ72-98 et hfqΔ72-102 respectivement. Malgré cela, cet effet reste relatif par 

rapport à l’impact de la délétion d’Hfq qui entraine une augmentation de l’activité d’un 

facteur 150 passant à plus de 11000 unités de Miller. Les effets sont beaucoup plus faibles 

avec les rapporteurs yifK::lacZ et sodB::lacZ. Dans le cas de yifK, les délétions du domaine 

C-terminal d’Hfq entrainent une augmentation de l’activité du rapporteur de 120 unités de 

Miller à 260 et 200, soit un facteur  2 et 1.5 pour les allèles hfqΔ72-98 et hfqΔ72-102 

respectivement. Finalement, avec l’ARNm sodB, l’activité passe de 70 à 260 unités de Miller 

avec l’allèle hfqΔ72-98 et à 330 unités de Miller avec l’allèle hfqΔ72-102, soit une 

augmentation d’un facteur 3.5 et 4.5 respectivement. 

 

 

Figure 42 : Délétion du domaine C-terminal de la protéine Hfq 

Séquences de la protéine Hfq sauvage ainsi que des différentes délétions réalisées au cours 

de cette expérimentation. Les séquences en vert et en bleu correspondant aux domaines N-

terminal et C-terminal de la protéine respectivement et les séquences en rouges 

correspondent à l’épitope FLAG introduit dans certaines d’entre elles (voir ci-dessous). 
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D’après les résultats de ces dosages, il semble que le domaine C-terminal peut jouer un 

rôle dans la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs. Cependant, le rôle du 

domaine C-terminal dans ce type de régulation semble difficile à identifier. Une partie des 

résultats obtenus pourrait être expliquée par une altération de la capacité de la protéine à 

former des hexamères d’Hfq fonctionnelle. Il y a toutefois, un résultat qui nous a 

 

Figure 43 : Impact de la délétion du domaine C-terminal d’Hfq dans la régulation des 

ARNm chiP, yifK et sodB par les petits ARN régulateurs. 

Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase exponentielle de 

croissance dans les souches A) chiP::lacZ, yifK::lacZ et sodB::lacZ en présence des allèles 

hfq sauvage (hfq WT), hfqΔ72-98, hfqΔ72-102 et Δhfq. B) chiP::lacZ, yifK::lacZ et 

sodB::lacZ en présence des allèles hfqΔ72-102, hfqΔ72-102-FLAG, hfqΔ72-102-3xFLAG 

et Δhfq. 

 

 

A)

B)
B)
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particulièrement interpellés. Nous avons observé que la régulation de chiP par ChiX est 

extrêmement perturbée par la délétion du domaine C-terminal mais cet effet est encore plus 

marqué dans les cas où les 4 derniers acides aminés de la protéine ont été conservés. Cet 

impact est-il dû à la présence d’une extension C-terminale inhabituelle ou dû au fait que cette 

petite extension soit particulièrement chargée pouvant entrainer une modification de la 

capacité de la protéine à lier les ARN? Pour répondre à cette question, j’ai construit deux 

allèles d’hfq dans lequel j’ai remplacé le domaine C-terminal de la protéine par une ou trois 

séquence FLAG (3xFLAG) formant ainsi une extension de 8 ou 22 acides aminés en suivant 

le protocole de recombinaison λ-red (Figure 42). Ces constructions ont été combinées avec les 

mêmes rapporteurs par transduction pour déterminer leurs impacts sur l’expression de ces 

derniers. 

Les résultats du dosage de l’activité β-galactosidase nous montrent que seule la régulation 

de l’ARNm chiP est altérée en présence l’extension due à l’épitope 3xFLAG (Figure 43 B). 

En effet, la présence de l’épitope FLAG entraine une activité équivalente à celle obtenue dans 

la souche sans épitope ajouté. Par contre, la présence de l’épitope 3xFLAG entraine une 

augmentation de l’activité d’un facteur de 2.5x passant de 700 à 1500 unités de Miller (Figure 

43 B). Avec les autres rapporteurs yifK et sodB, la présence d’une extension plus ou moins 

grande ne change pas leurs activités (Figure 43 B). Ceci semble indiquer que la régulation de 

ces ARNm se fasse de façon différente de celle de chiP.  

Afin de compléter au mieux cette étude, nous avons introduit ces différents allèles d’hfq 

par transduction dans les souches yifKP1::lacZ et yifKP2::lacZ en présence des petits ARN 

régulateurs ChiX, GcvBX et RyhBX. Les dosages de l’activité β-galactosidase ont été réalisés 

dans ces différentes souches (Figure 44 A et B). Dans la totalité des cas, il semble que la 

délétion du domaine C-terminal induise une augmentation de l’activité β-galactosidase dans 

l’ensemble des souches (Figure 44 A et B). Par contre, suivant les souches, la présence de 

l’épitope 3xFLAG semble induire des effets variables sur la régulation des ARNm 

rapporteurs. Dans le cas du rapporteur yifKP1, la présence de l’épitope 3xFLAG par rapport à 

l’épitope FLAG provoque une augmentation d’un facteur 2 de son l’expression en présence 

des petits ARN ChiX et RyhBX passant ainsi de 150 à 310 unités de Miller et 80 à 180 unités 

de Miller respectivement (Figure 44 A). Avec GcvBX, l’activité est très proche de celle 

observée en présence de la délétion de la protéine Hfq (Figure 44 A). Avec le rapporteur 

yifKP2, seule la régulation par RyhBX n’est pas altérée en présence des allèles hfqΔ70-102-
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FLAG et hfqΔ70-102-3xFLAG (Figure 44 B). La présence de ces allèles diminue la capacité 

de ChiX à réguler de yifKP2 entrainant une augmentation de l’activité du rapporteur qui passe 

de 300 à 520 et 750 unités de Miller respectivement (Figure 44 B). La régulation de d’ARNm 

yifKP2 par GcvBX est également altérée mais aucune différence n’est observable entre la 

présence du simple ou du triple épitopes FLAG faisant passer l’activité de 200 à 450 unités de 

Miller. 

 

 

Figure 44 : Impact de la délétion du domaine C-terminal d’Hfq dans la régulation des 

ARNm yifKP1 et yifKP2 par les petits ARN régulateurs. 

Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase exponentielle de 

croissance dans les souches A) yifKP1::lacZ en présence des petits ARN régulateurs ChiX, 

GcvBX et RyhBX ainsi que des allèles hfq WT, hfqΔ72-102-FLAG, hHfqΔ72-102-

3xFLAG et Δhfq. B)  yifKP2::lacZ en présence des petits ARN régulateurs ChiX, GcvBX 

et RyhBX ainsi que des allèles hfq WT, hfqΔ72-102-FLAG, hHfqΔ72-102-3xFLAG et 

Δhfq. 

 

 

A)

B)



Résultats 
 

141 

 

L’ensemble de ces résultats indique que la délétion du domaine C-terminal de la protéine 

Hfq impacte la régulation de tous les ARNm rapporteurs testés, avec des effets plus ou moins 

importants. Ainsi, la délétion du domaine C-terminal complet, a un effet sur la régulation de 

tous les ARNm rapporteurs. Ceci peut s’expliquer par le rôle de ce domaine dans la 

structuration de la protéine. L’absence du domaine pourrait entrainer une diminution de la 

quantité de la protéine sous forme fonctionnelle et donc diminuer sa capacité à médier la 

régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs. Par contre, la présence d’une séquence 

courte et chargée (EETE) ou de l’épitope 3xFLAG en lieu et place de la séquence du domaine 

C-terminal altère très fortement la régulation de l’ARNm chiP ainsi que celle de yifKP1 alors 

que cela n’a que peu ou pas d’effet sur la régulation des ARNm sodB, yifK et yifKP2. La 

présence de ces épitopes semble également altérer la capacité de GcvBX de réguler l’ARNm 

yifKP2. Les ARNm chiP et yifKP1 ainsi que le petit ARN GcvBX ont un le même motif 

polyU permettant à l’ARN de se lier à la protéine Hfq alors que les ARN restants ont, eux, un 

site de fixation à Hfq de motifs (AAN)n ou A/U riche. Il est donc possible que les effets que 

nous observons dans ces cas soient dus à une même cause. L’absence d’impact sur la 

régulation des autres ARNm pourrait indiquer que l’effet observé est lié à un défaut dans la 

fixation de l’ARNm sur la protéine. Il est donc possible de supposer que la présence d’une 

queue non canonique à la place du domaine C-terminal de la protéine entrave la fixation de 

l’ARNm sur la face proximale de la protéine. 
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 Polarité transcriptionnelle dans la 2.

régulation par ChiX de l’opéron chiPQ 

 Introduction 2.1)

Comme nous l’avons vu précédemment (Cf : ChiX et le chitosucres 4.3.3.3.), le petit 

ARN ChiX régule négativement la traduction de l’ARNm codant l’opéron bicistronique 

chiPQ. Cette régulation se fait par l’appariement de ChiX au niveau de la région 5’UTR de 

l’ARNm et plus précisément au niveau de la séquence SD de chiP. Cette liaison empêche la 

fixation des ribosomes à l’ARNm et entraine l’inhibition de la traduction de chiP (Figure 45). 

Bien que les différentes études réalisées aient permis de comprendre la régulation de chiP par 

ChiX, il n’en est pas de même pour le second cistron de l’opéron : chiQ [305,409]. En effet, 

les différentes expériences montrent que lorsque ChiX inhibe la traduction de chiP, il inhibe 

également la traduction de chiQ. Or ce dernier, bien que présent sur le même ARNm que 

chiP, possède toutes les séquences nécessaires pour être traduit indépendant de chiP (Figure 

45). De plus, les différentes analyses de séquences de chiQ et de ses régions en amont et en 

aval n’ont pas permis d’identifier un site de fixation de ChiX permettant d’expliquer ce 

phénomène.  

 

L’étude réalisée et exposée dans cet article présente un mécanisme de régulation inédit 

dans la régulation d’un ARNm par un petit ARN régulateur : un phénomène de polarité Rho-

dépendante induite par la fixation de ChiX dans la région 5’UTR de l’ARNm chiPQ.  

 

Figure 45: Structure de l’ARNm chiPQ. 

Représentation schématique de l’ARNm bicistronique chiPQ. L’ORF du gène chiP est 

représenté en violet, l’ORF du gène chiQ est représenté en orange, la séquence SD de chiP 

est représentée en vert, la séquence SD de chiQ est représentée en bleu et la séquence 

d’appariement de ChiX est sous-lignée en rouge. 
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 Article 2 : A role for Rho-dependent polarity in gene regulation 2.2)

by a non-coding small RNA 

Lionello Bossi, Annie Schwartz, Benoit Guillemardet, Marc Boudvillain et Nara Figueroa-

Bossi.  

Publié en 2012 dans Genes and Development, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Volume 

26 (16), pp.1864-1873  
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 Conclusion et perspectives 2.3)

Cette étude nous a permis d’identifier un nouveau mécanisme dans la régulation d’un 

ARNm par un petit ARN régulateur. La liaison de ChiX sur l’ARNm polycistronique chiPQ, 

au niveau de la séquence SD de chiP, empêche les ribosomes d’initier la traduction de ce 

gène. Cette action entraine un découplage de la transcription et de la traduction de l’ARNm. 

Ce découplage permet au facteur de terminaison de la transcription Rho d’interagir avec un 

site rut cryptique présent dans la séquence de chiP, ordinairement masqué par les ribosomes. 

Aidé du facteur NusG, Rho initie une terminaison prématurée de la transcription de l’ARNm à 

l’intérieur de la séquence codante de chiP. 

Les différents travaux que nous avons réalisés au cours de cette étude nous ont ouvert la 

voie sur différents projets en rapport avec ce dernier.   

 La découverte de ce nouveau mécanisme de régulation d’un ARNm, plus 

particulièrement polycistronique, par un petit ARN régulateur et faisant intervenir le 

terminateur Rho nous a conduit à considérer que d’autres opérons réprimés par un 

petit ARN régulateur auraient pu être soumis à ce même type de régulation. Nous 

avons testé cette hypothèse sur l’opéron dppABCDF, réprimé par le petit ARN GcvB 

(décrit plus bas). 

 

 L’ensemble des constructions et expérimentations réalisées au cours de cette étude 

nous a permis de caractériser ce site de terminaison Rho-dépendant et d’identifier les 

différents acteurs nécessaires afin d’initier cette terminaison. En utilisant ce site 

comme modèle, nous avons essayé de mieux caractériser la terminaison Rho-

dépendante de façon générale. 
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 La répression de l’opéron dppABCDF 3.

de S. Typhimurium par GcvB implique-

t-elle un mécanisme de polarité Rho-

dépendant ?  

 L’opéron dppABCDF 3.1)

Lors d’études réalisées précédemment dans le laboratoire sur l’impact de la délétion de la 

protéine Hfq sur l’expression de différents gènes chez S. Typhimurium, de nombreux gènes 

ont été isolés dont l’expression variait en présence ou en absence d’Hfq. Parmi ces différents 

gènes, il a pu être mis en évidence le gène dppF (Figure 46 A). Ce dernier fait partie 

intégrante de l’opéron dppABCDF (Figure 46 B). Cet opéron, constitué de 5 gènes, code 

différentes protéines permettant le transport des di et tripeptides du milieu extérieur vers le 

milieu intérieur [462]. Les études réalisées sur cet opéron ont montré que dppA, premier gène 

de l’opéron, est régulé par le petit ARN régulateur : GcvB [195]. Celui-ci se lie à l’ARNm 

polycistronique dppABCDF, dans la région 5’UTR, juste en amont de la séquence de SD de 

dppA. La liaison du petit ARN régulateur à l’ARNm bloque la fixation des ribosomes et 

entraine l’inhibition de la traduction de dppA [285]. De façon intéressante, l’étude de Chao et 

al a montré que GcvB provoque une baisse coordonnée de tous les gènes de l’opéron [463]. 

Le mécanisme responsable de cet effet “à distance” n’ayant pas été identifié, nous avons émis 

l’hypothèse que cette baisse pourrait résulter d’une polarité transcriptionnelle provoquée par 

l’inhibition de la traduction du premier gène de l’opéron. Nous avons donc examiné la 

séquence de dppA en recherchant la présence d’un ou de plusieurs sites rut potentiels. Cette 

analyse a identifié un tel site potentiel (Figure 46 C). Les analogies avec la répression de 

l’opéron chiPQ par le petit ARN ChiX suggéraient donc que l’opéron dppABCDF présentait 

une régulation similaire par le petit ARN GcvB 
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Figure 46 : Présentation de l’opéron dppABCDF. 

A) Représentation graphique de l’impact de la délétion d’Hfq sur l’expression d’un 

ensemble de gènes en phase stationnaire et exponentielle de croissance. B) Représentation 

schématique de l’opéron dppABCDF. Chaque gène de l’opéron est représenté par une 

couleur différente. Le site de liaison de GcvB à dppA est représenté en rouge et le site rut 

cryptique putatif de dppA est représenté en vert. C) Représentation graphique du %C (en 

rouge) et %G (en bleu) en fonction de la séquence nucléotidique de dppA. Les sites rut 

potentiel sont ainsi représentés par un bulle où le taux de C est supérieur à celui de G. La 

séquence mise en avant correspond au site rut potentiel présentant le plus fort ratio C : G 

présent au début du gène dppA. Chaque séquence surlignée en jaune correspond à un site 

A) 

B) 

C) 
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 Approches expérimentales mises en œuvre pour tester 3.2)

l’hypothèse. 

J’ai voulu vérifier l’existence d’une possible régulation par GcvB faisant intervenir une 

terminaison prématurée de la transcription au niveau de dppA ou de la région entre dppA et 

dpnt. Tout d’abord, j’ai construit différentes souches dans lesquels j’ai introduit un gène 

codant un ARNt de S. aureus dans la région intergénique entre les gènes dppA et dpnt (Figure 

47 A et B). En effet, si le(s) site(s) ruts putatifs pouvaient effectivement agir en tant que tel(s), 

la fixation de GcvB pourrait induire une terminaison prématurée Rho-dépendante de la 

transcription et résultant dans une faible expression des rapporteurs. Afin d’être le plus 

complets dans notre étude, les rapporteurs ont été insérés dans trois souches différentes. La 

première souche est une souche sauvage pour dppA (dppA WT). La seconde est une souche 

où le site rut putatif de dppA a été éliminé (dppA Δrut). La dernière est une souche où le 

codon initiateur AUG de dppA a été muté en AGG  (dppAAGG). Cette souche permet de mimer 

et d’amplifier les effets de la fixation de GcvB sur dppA en inhibant la traduction de ce 

dernier. Ces différentes constructions ont été combinées par transduction avec une délétion du 

gène gcvB pour les souches dppA WT et dppAΔrut et avec le mutant Y80C du facteur Rho 

dans le cas de la souche dppAAGG. 

Ces différents contextes génétiques devraient permettre d’explorer la régulation de 

l’opéron dppABCDF par GcvB pour déterminer si elle entraine une terminaison prématurée 

de la transcription Rho-dépendante. Selon cette hypothèse, l’expression de notre rapporteur 

doit augmenter en absence GcvB dans la souche dppA WT alors que dans ce même contexte, 

la souche dppA Δrut devrait avoir une expression équivalente de l’ARNt
S.a.

. Dans la souche 

dppAAGG, l’activité des rapporteurs doit fortement augmenter en présence de l’allèle mutant de 

Rho. L’analyse de l’expression de notre ARNt
S.a.

 rapporteur dans les différents contextes 

rouge) et %G (en bleu) en fonction de la séquence nucléotidique de dppA. Les sites rut 

potentiel sont ainsi représentés par une bulle où le taux de C est supérieur à celui de G. La 

séquence mise en avant correspond au site rut potentiel présentant le plus fort ratio C : G 

présent au début du gène dppA. Chaque séquence surlignée en jaune correspond à un site 

qui aurait le potentiel d’interagir avec une des sous-unités du facteur Rho. Les groupes de 

sites marqués d’une étoile verte correspondent au site rut potentiel. La flèche noire indique 

un second site rut potentiel dont le ratio de C : G est plus faible. 
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génétiques a été réalisée par des expériences de Northern blot (Figure 48 A). Les résultats de 

 

Figure 47 : Construction des souches rapportrices ARNt
S.a. 

et lacZ 

Représentation schématique des différentes étapes permettant l’introduction de nos 

différents rapporteurs transcriptionnels ARNt
S.a.

et lacZ. A) Un module contenant le gène 

codant l’ARNt
S.a.

 ainsi que le gène cat flanqué de deux sites FRT (en violet) est amplifié 

par PCR à l’aide des oligonucléotides K22-J84 en utilisant la souche MA11182 comme 

ADN matrice. B) Le produit de PCR a été ensuite insérer dans la région intergénique entre 

dppA et dpnt en utilisant la technique de recombinaison médié par λ red apporté par 

pKD46. C) le plasmide pCP20 est ensuite introduit dans la souche ainsi formé par 

transformation. D) Le gène cat est excisé par recombinaison des sites FRT par la Flp-

recombinase présente sur pCP20. E) Le plasmide pCE37 est introduit dans la souche par 

transformation. F) Le plasmide pCE37 est insérer dans la souche par recombinaison entre 

le site FRT présent dans la région intergènique dppAB et le site FRT présent sur le 
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ces derniers montrent que dans les souches dppA WT et dppA Δrut, la délétion du petit ARN 

régulateur GcvB induit une augmentation de l’expression de l’ARNt
S.a.

 rapporteur. Par contre, 

dans la souche dppAAGG où nous avons mimé l’effet de la fixation de GcvB, l’expression de 

notre rapporteur est très faible et ne montre que peu de différence d’expression en présence de 

l’allèle de rho WT ou Y80C par rapport à ce que nous pouvions attendre. 

Ces résultats ne sont pas concordants avec ceux que nous pouvions attendre de ces 

expériences. En effet, seule la souche dppA WT présente un résultat conforme à ceux que nous 

attendions. A l’inverse, les deux autres souches ont des résultats différents de notre hypothèse. 

Nous nous sommes alors demandés si notre rapporteur était suffisamment sensible pour voir 

les effets que nous supposions. En effet, lorsque nous avons utilisé l’ARNt
S.a.

 comme 

rapporteur dans nos expériences précédentes, l’expression de l’ARNm chiPQ était très forte. 

Or, dans ce cas, l’opéron dppABCDF est beaucoup moins exprimé dans la cellule et cette 

faible expression conjuguée à un rapporteur peu sensible pourrait expliquer pourquoi nous ne 

voyons aucun effet dans la souche dppAAGG. Nous avons donc utilisé un rapporteur 

transcriptionnel plus sensible : le gène lacZ. 

À partir des souches obtenues précédemment, j’ai construit les souches avec le rapporteur 

lacZ en suivant les étapes indiquées dans la Figure 47 C-F. Ces souches ont ensuite été 

combinées par transduction avec le mutant Y80C du facteur Rho. L’étude des résultats du 

dosage de l’activité β-galactosidase montre une augmentation de l’expression, quel que soit le 

contexte génétique dans lequel il est étudié, en présence de l’allèle du mutant rho Y80C par 

rapport aux souches où l’allèle de rho est sauvage (Figure 48 B). En effet, l’activité mesurée 

pour la souche où dppA est sauvage augmente d’un facteur 3.5 en présence du mutant de Rho 

passant de 32 à 114 unités de Miller. Elle augmente également d’un facteur 3 dans la souche 

dppA Δrut (39 à 109 unités de Miller) et d’un facteur 5 dans la souche dppAAGG (8 à 42 unités 

de Miller) dans les mêmes conditions. Ces résultats semblent aller à l’encontre de l’idée 

originelle puisque la souche dppA Δrut est autant affectée par le mutant Rho Y80C que la 

souche sauvage. 

transformation. D) Le gène cat est excisé par recombinaison des sites FRT par la Flp-

recombinase présente sur pCP20. E) Le plasmide pCE37 est introduit dans la souche par 

transformation. F) Le plasmide pCE37 est insérer dans la souche par recombinaison entre 

le site FRT présent dans la région intergènique dppAB et le site FRT présent sur le 

plasmide pCE37 grâce à la Flp-recombinase présent sur pCP20.  
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Ces résultats, comme ceux obtenus précédemment, sont en désaccord avec l’hypothèse de 

départ. Il existe de nombreuses incohérences entre les résultats obtenus à partir de nos 

différents rapporteurs surtout dans la souche dppAAGG. En effet, dans cette souche, nos 

rapporteurs présentent des résultats opposés. Dans le cas du rapporteur ARNt, aucune 

différence n’est observable entre les allèles sauvages et mutants du facteur Rho. Alors qu’à 

l’inverse, le gène rapporteur lacZ présente une augmentation de son expression d’un facteur 5 

en présence du mutant Y80C de Rho. De plus, l’ensemble des résultats des dosages de 

l’activité β-galactosidase dans les différentes souches montre un effet du mutant Rho dans 

l’expression du rapporteur relativement fort. Ceci semble indiquer qu’il existe un site rut en 

amont des gènes lacZ, mais qui ne correspond pas au site rut potentiel que nous avions 

identifié. A l’inverse, les résultats, lors de l’analyse de l’ARNt
S.a.

, ne nous ont pas permis de 

 

Figure 48 : Etude des rapporteurs dans les souches  dppA WT, dppA Δrut et dppAAGG 

A) Détection du transcrit ARNt
S.a. 

par northern blot réalisé avec les extractions d’ARN 

totaux prélevé en phase exponentielle de croissance (DO600nm=0.4). B) Activité β-

galactosidase mesurée en unité de Miller et en phase exponentielle de croissance dans les 

contextes dppA WT, dppA Δrut et dppAAGG en présence du facteur Rho WT ou du facteur 

Rho mutant Y80C. C) Représentation schématique de la position et de la séquence du site 

rut artéfactuel. Le gène codant l’ARNt
S.a.

 est représenté en bleu foncé, le gène lacZ est 

représenté en bleu claire, le site FRT est représenté en violet et le site rut potentiel est 

représenté en vert.  

 

A)
B)

C)
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confirmer la présence de site rut au sein de dppA. Cela semble donc impliquer que ce site rut 

pourrait se trouver entre le gène codant l’ARNt
S.a. 

et lacZ.   

Afin de confirmer cela, nous avons analysé les séquences nucléotides des constructions. 

Nous avons identifié un site rut potentiel présent effectivement entre le gène codant l’ARNt
S.a.

 

et le gène lacZ et plus précisément, sa séquence englobe la fin du gène codant l’ARNt
S.a.

 

jusqu’à la moitié du site FRT (Figure 48 C). Nous nous sommes alors demandé d’où pouvait 

provenir ce site. L’étude de la séquence de ce site rut potentiel nous a permis de remonter à 

ses origines. Sa présence en amont de ce site indique que le site rut était présent dans notre 

séquence avant l’insertion des gènes lacZ et donc de pCE37. Effectivement, en analysant les 

séquences de nos différentes constructions, nous nous sommes rendu compte que le site rut 

était déjà présent dans le module ARNt
S.a. 

/ cat. Plus précisément, les origines du site rut 

potentiel proviendraient de séquences provenant de l’ARNt
S.a.

 (TCCATGGT) et du plasmide 

pKD3 (CCATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTA dont 

la partie soulignées correspond au début du site FRT) ayant servi à construire le module 

[464]. 

Les résultats que nous avons obtenus au cours de nos expériences nous permettent de 

conclure que le site rut potentiel que nous avons identifié au sein de dppA n’est pas un site rut 

réel. Il semble cependant exister au moins un autre site rut potentiel au milieu de la séquence 

de dppA bien que la bulle %C : %G soit plus faible (Figure 46 C). L’ensemble des données 

acquises ne nous permet pas de valider ou d’infirmer notre hypothèse de départ. Ainsi, le 

mécanisme permettant au petit ARN régulateur GcvB de réguler l’ensemble de l’opéron 

dppABCDF de manière coordonnée reste encore inconnu. 
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 Participation du facteur Rho dans la 4.

régulation de l’expression de l’opéron 

pgaABCD d’Escherichia coli. 

 Introduction 4.1)

En collaboration avec l’équipe de Marc Boudvillain à Orléans, des recherches ayant pour 

but d’identifier d’autres exemples de régulation des gènes pouvant impliquer des petits ARN 

et la participation potentielle du facteur Rho ont été poursuivies . Une publication réalisée en 

2012 par le laboratoire de R. Landick étudiait, entre autres, l’étendue de la terminaison Rho-

dépendante au niveau global dans la cellule [465]. Plus précisément, ils ont utilisé la 

Bicyclomycine pour identifier des sites potentiels pouvant correspondre à des sites de 

terminaison Rho-dépendants, cet antibiotique étant connu comme étant un inhibiteur du 

facteur Rho. Ce travail a permis d’établir une liste de sites sensibles à la Bicyclomycine où on 

observe une terminaison putative dans la souche non traitée par rapport à la souche exposée à 

l’antibiotique. Parmi ces sites, il y avait la région 5’-UTR de l’opéron pgaABCD. Or, une 

publication apparue au cours de la même année avait suggéré la présence, dans cette même 

région, de la séquence cible d’un petit ARN régulateur, McaS [466]. Ce dernier travail, issu 

du laboratoire de G. Storz, montrait la capacité de McaS d’activer l’expression de l’opéron 

pgaABCD, lorsque McaS était surexprimé à partir d’en plasmide. En examinant de près la 

séquence proposée comme cible de McaS par Thomason et al, nous nous sommes aperçus que 

cette dernière se trouvait à l’intérieure d’un site rut putatif [466]. Cela nous a conduits à 

émettre l’hypothèse que le petit ARN McaS aurait pu activer l’expression de pgaA en rentrant 

en compétition avec Rho. Parmi les premières expériences effectuées pour vérifier cette 

hypothèse, l’une d’elles a été la construction et l’analyse d’une souche dans laquelle la 

séquence cible putative de McaS avait été deletée. Les résultats de cette expérience ont 

clairement montré que McaS était encore capable d’activer l’expression de pgaA lorsqu’il 

était surexprimé dans cette souche. Ceci nous a permis de conclure que la régulation positive 

par McaS de la séquence identifié par Thomason et al n’était pas impliquée dans le 

mécanisme d’action du petit ARN McaS [466]. En effet, les résultats obtenus avec d’autres 

souches indiquaient que l’activation de l’expression de l’opéron pgaABCD par le petit ARN 

McaS résultait d’une interaction de ce dernier avec la protéine CsrA qui, elle, avait déjà été 
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identifiée comme régulateur négatif de pgaABCD[182]. Alors que notre travail était en cours, 

une deuxième publication du laboratoire de G. Storz confirmait nos résultats [467]. 

Cependant, notre travail sur ce système nous a permis de découvrir un nouveau mécanisme de 

régulation basé sur une interaction fonctionnelle entre CsrA et Rho.  

L’étude qui a été réalisée par la suite et présentée dans cet article montre que la régulation 

de l’opéron pgaABCD est bien due à un phénomène de terminaison transcriptionnelle Rho-

dépendant comme il a été suggéré.  
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 Article 3 : RNA remodeling by bacterial global regulator CsrA 4.2)

promotes Rho-dependent transcription termination 

Nara Figueroa-Bossi, Annie Schwartz, Benoit Guillemardet, François D'Heygère, Lionello 

Bossi et Marc Boudvillain. 

Publié en 2014 dans Genes and Development, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Volume 

28 (11), pp. 1239- 1251  
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  Caractérisation de la terminaison 5.

Rho-dépendante 

 La régulation de l’opéron chiPQ par le petit ARN ChiX comme 5.1)

modèle pour la caractérisation de la terminaison Rho-

dépendante NusG-dépendante. 

La découverte du phénomène de polarité induite par la liaison du petit ARN ChiX sur 

l’ARNm chiPQ, a permis d’identifier le site rut responsable de cet effet et les partenaires 

protéiques jouant un rôle majeur dans ce phénomène. Les expériences de terminaison de la 

transcription in vitro ont montré qu’au niveau de ce site, chez Salmonella, le facteur de 

terminaison Rho nécessite la collaboration du facteur NusG (protéine essentielle) pour 

terminer la transcription [306]. De façon intéressante, ceci n’est pas le cas avec le gène chiP 

d’E. coli, où la terminaison Rho-dépendante au même site rut, est observé in vitro, sans ajout 

de la protéine NusG purifiée. La caractérisation génétique et fonctionnelle du site rut 

cryptique de chiP a permis de mieux définir les motifs de séquence jouant un rôle plus ou 

moins important dans l’initiation du processus de terminaison de la transcription Rho-

dépendant. Il a pu ainsi être identifié une séquence cœur du site rut semblant essentielle pour 

l’initiation de ce processus  

Du fait que ce site rut avait été particulièrement bien caractérisé, nous avons décidé de 

l’utiliser en tant que modèle, pour étudier des questions sur la terminaison Rho-dépendante. 

En particulier, les relations entre Rho et NusG au niveau du gène chiP chez Salmonella, où la 

terminaison semble dépendre de la présence de deux protéines. Différents rapports dans la 

littérature ont proposé que Rho pourrait être associé directement à l‘ARN polymérase, depuis 

le début de la transcription [142,468]. De ce fait, Rho pourrait surveiller le couplage 

transcription / traduction à tout moment et intervenir là où il peut se lier à l’ARN au niveau 

d’un site rut. Cette idée est soutenue par l’observation de sites ruts cryptiques généralement 

localisés au début des gènes. À l’inverse, il a été proposé que le facteur NusG se lie de 

manière maximale au complexe d’élongation entre 500 et 1000 nucléotides après le début de 

la transcription [468].   
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 La position du site rut au sein de la séquence de l’ARNm chiPQ 5.1.1)

influence-t-elle la terminaison de la transcription Rho-dépendante 

NusG-dépendante ? 

Ces données semblent donc suggérer que la terminaison Rho-dépendante NusG-

dépendante a besoin d’une certaine distance entre le site d’initiation de la transcription et le 

site rut pour être fonctionnelle. Notamment parce que le facteur NusG semble avoir besoin 

d’une certaine longueur d’ARN pour pouvoir se lier au complexe d’élongation de la 

transcription [468]. Le site rut cryptique de chiP débute à 271 nucléotides après le +1 de 

transcription et permet la terminaison Rho-dépendante NusG-dépendante [306]. Nous avons 

donc voulu savoir jusqu’à quel point nous pouvions rapprocher le site rut du site d’initiation 

de la transcription sans altérer la terminaison de la transcription et en gardant toujours la 

dépendance de NusG. En d’autres termes, quelle est la distance minimale entre le +1 de 

transcription et le site rut pour que ce dernier reste fonctionnel ? Pour ce faire, j’ai réalisé 

cette étude dans une souche portant une fusion rapportrice au niveau du second cistron de 

l’opéron chiPQ, chiQ::lacZ, ainsi que l’allèle chiPAGG dont le codon initiateur AUG de chiP 

est muté en AGG  inhibant ainsi la traduction de l’ARNm. Ceci a pour conséquence de rendre 

le site rut de la souche actif de façon constitutive, ce qui entraîne un faible niveau d’activité 

de la β-galactosidase.  

A partir de cette souche, j’ai construit 4 souches portant des délétions de la région 5’ 

UTR de chiP, qui introduisent un rapprochement et une délétion partielle ou totale du site rut 

par rapport au site d’initiation de la transcription. Deux de ces délétions rapprochent le site rut 

du +1 de transcription respectivement à 89 nt pour la délétion chiPΔ181 et 5 nt pour la 

délétion chiPΔ266  (Figure 49 A). La délétion chiPΔ282 supprime en partie le site rut en 

plaçant le cœur de ce dernier au niveau de la base +5 (Figure 49 A). La délétion chiPΔ290 

élimine, quant à elle, le cœur du site rut en éliminant 290 nt à partir du +5 de transcription 

(Figure 32 A). Ces délétions ont été réalisées sur le chromosome de Salmonella en utilisant le 

protocole de recombinaison sans cicatrice (Figure 49 B). Ces différentes constructions 

devraient permettre de définir la distance minimale entre le site rut et le site d’initiation de la 

transcription. Comme décrit ci-dessus, dans le contexte chiPAGG, la terminaison prématurée 

Rho-dépendante induite par le site rut se traduit par une faible activité du rapporteur (Figure 

50 B). Cette activité est dépendante du bon fonctionnement des facteurs Rho et NusG. En 

présence d’allèle mutant de ces derniers, la terminaison qu’ils induisent est moins efficace et 
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Figure 49 : Constructions des différentes délétions du gène chiP. 

A) Représentation des différentes délétions du gène chiP. Les séquences soulignées 

correspondant aux boites -35 et -10 du promoteur de chiPQ, la flèche représente le +1 de 

transcription et les séquences surlignées en couleurs représentent les différentes délétions : 

181nt (violette), 266nt (cyan), 282nt (vert) et 290nt (jaune). B) Représentation 

schématique du protocole de recombinaison sans cicatrice permettant de réaliser les 

différentes délétions du gène chiP. Le gène chiP est représenté en rouge claire, le site rut 

en vert et la fusion rapportrice chiQ::lacZ en marron.  Le gène tetAR (en bleu) est amplifié 

par PCR à partir de la souche MA3397 à l’aide du couple d’oligonucléotides ppI74-ppI75. 

Ces oligonucléotides possèdent du coté 5’ une séquence homologue à celle présente sur 

chiP qui est ici représenté en violet et en orange. Le produit de PCR est ensuite insérer 

dans le gène chiP au niveau des régions homologues en utilisant la technique de 

recombinaison médié par λ red apporté par pKD46. Les délétions sont réalisés à partir de 

produit de PCR réalisé à partir de couple d’oligonucléotides complémentaire entre eux du 

coté 3’ et homologue à la région de chiP à déléter. Comme précédemment, le produit de 

PCR est insérer dans le gène chiP par recombinaison homologue en utilisant la technique 

de recombinaison médié par λ red. Les recombinants sensibles à la tétracycline sont 

sélectionnés sur milieu Bochner permettant une sélection positive des bactéries sensible à 

la tétracycline. 
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entraîne ainsi une augmentation de l’activité du rapporteur (Figure 50 B et C). Dans les 

différents contextes, j’ai rapproché, voir éliminé, le site rut du +1 de transcription. Il est 

attendu qu‘à partir d’une certaine distance du +1, la terminaison prématurée soit abolie, et que 

de ce fait, l’activité β-galactosidase soit plus élevée que celle observée avec la souche 

chiPAGG. Par ailleurs l’étude des allèles mutants du facteur Rho et NusG dans ces différents 

contextes permettra de déterminer si leur participation/efficacité au niveau de la terminaison 

est également impactée par la distance entre le site rut et le site d’initiation de la transcription.  

J’ai réalisé le dosage de l’activité de la fusion rapportrice chiQ::lacZ dans les 

différents contextes afin de savoir si les diverses délétions étaient affectées dans la 

terminaison prématurée Rho-dépendante. Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si 

les différentes délétions impactaient l’expression du rapporteur dans le contexte Rho et NusG 

sauvages. Les résultats de ces essais montrent que, dans ce contexte, seule la souche 

chiPΔ290 contenant la délétion du site rut cœur augmente l’expression du rapporteur d’un 

facteur 2 (114 unités de Miller) par rapport aux autres constructions (≈50 unités de Miller) 

(Figure 50 A). Ce résultat préliminaire semble nous indiquer que le site rut reste fonctionnel 

même accolé au +1 de transcription dans un contexte rho et nusG sauvages. Par la suite, nous 

avons voulu savoir si la terminaison de la transcription induite par ce site rut cryptique restait 

toujours dépendante des facteurs Rho et NusG dans les différents contextes. 

Les sites rut permettent la liaison du facteur Rho à l’ARNm pour initier la terminaison 

de la transcription. Nous avons donc voulu vérifier que les résultats observés précédemment 

dépendaient de l’action du facteur Rho. Pour ce faire, j’ai donc combiné par transduction les 

différentes délétions avec les différents mutants du facteur Rho [306]. En présence des allèles 

mutants l’activité du rapporteur devrait augmenter, là où le site rut est fonctionnel. J’ai donc 

analysé son expression dans ces différentes souches (Figure 50 B). Les résultats indiquent une 

augmentation de l’activité β-galactosidase en présence des mutants du facteur Rho  

indépendamment du contexte génétique (330 unité de Miller pour le mutant G63D de Rho et 

250 unités de Miller pour le mutant Y80C). Ce résultat suggère que même lorsque le cœur du 

site rut est supprimé, la terminaison de la transcription pourrait avoir lieu. 
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Le site rut cryptique de chiP étudié ici permet au facteur Rho d’initier une terminaison 

prématurée de la transcription dépendante également du facteur NusG. De la même façon que 

précédemment, nous avons voulu savoir si les différentes délétions affectaient ou pas la 

dépendance au facteur NusG. Ainsi, j’ai combiné par transduction les différentes délétions 

avec différents mutants du facteur NusG isolés précédent au laboratoire [306]. Puis j’ai réalisé 

les dosages de l’activité β-galactosidase dans ces différents contextes (Figure 50 C). Ces 

résultats montrent une augmentation de l’expression du rapporteur en présence des mutants 

nusG dans tous les cas, comme pour le facteur Rho précédemment. Ici aussi, la délétion du 

cœur du site rut ne semble pas impacter la terminaison de la transcription, qui reste donc, 

Rho-dépendante et NusG-dépendante. Donc, il ne semblerait n’y avoir aucune réelle 

 

Figure 50 : Impact de la position du site rut cryptique de chiP dans son activité 

terminatrice de la transcription Rho-dépendante NusG-dépendante. 

Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase stationnaire de croissance 

dans les souches A) chiPAGG  ainsi que les souches portant différentes délétions de la partie 

5’UTR ; B) chiPAGG  ainsi que les celles portant les différentes délétions de la partie 

5’UTR en présence de rho, rho G63D et rho Y80C ; C) chiPAGG ainsi que les souches 

portant les différentes délétions de la partie 5’UTR en présence du facteur nusG, nusG 

174fs et nusG V162D. 

A)

B) C)
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différence entre les différentes constructions. La construction chiPΔ290 présente une délétion 

du cœur du site rut cryptique. Cette délétion aurait dû entrainer une plus forte augmentation 

de l’expression du rapporteur en présence des facteurs Rho et NusG sauvages. Les 

expériences de terminaison de la transcription in vitro réalisées précédemment ont clairement 

montré que le site rut cryptique de chiP identifié est fonctionnel. Pourtant la délétion du cœur 

de ce site rut ne montre pas un grand impact sur l’expression ; l’ensemble de ces observations 

suggère qu’il y aurait d’autres sites de terminaison entre le site rut sélectionné pour ces études 

et le rapporteur chiQ::lacZY. Le site rut cryptique de chiP est séparé du gène chiQ par 

environ 1000nt (Figure 51 A). Il est fort possible donc, qu’il existe, dans cet intervalle, 

d’autres sites rut cryptiques, NusG-dépendants.  

 La terminaison Rho-dépendante NusG-dépendante du site rut de 5.1.2)

chiP est fonctionnelle même accolée au +5 de transcription. 

 Pour contourner le problème de sites en aval des constructions de départ, j’ai 

reconstruit les souches portant les différentes délétions dans un contexte où les 1045nt, entre 

le site rut cryptique de chiP et la fin de ce gène, ont été supprimés ; l’allèle chiPΔ1045 est 

montré dans la Figure 51 A.  Des dosages de l’activité β-galactosidases ont ensuite été réalisés 

dans ces nouvelles souches dans des contextes sauvages pour Rho et NusG avec la même 

fusion rapportrice chiQ::lacZ, pour étudier l’impact du rapprochement du site rut au site +1 

de transcription (Figure 51 B). Les résultats montrent que l’activité β-galactosidase ne change 

pas, même lorsque le site rut est accolé au +1 de transcription, restant à 300 unités de Miller. 

A contrario, lorsque la délétion commence à toucher à l’intégrité du site rut, ce dernier perd 

une grande partie de son activité entrainant une forte augmentation du rapporteur d’un facteur 

7 (Figure 51 B). L’effet est encore plus fort avec dans la souche chiPΔ290 où le cœur du site 

rut a été supprimé puisque dans ce cas, l’activité passe à 4000 unités de Miller (Figure 51 B). 

Il semble donc que dans ces nouvelles conditions, il est possible d’évaluer les effets réels de 

ces déplacements du site rut le long de l’ARN. 

 

 

 

 



Résultats 
 

208 

 

 

 

Figure 51 : Impact de la position du site rut cryptique de chiP dans le contexte 

chiPΔ1045 dans son activité terminatrice de la transcription Rho-dépendante NusG-

dépendante. 

A) Représentation de la délétion de 1045nt du gène chiP. La séquence soulignée 

correspondant au promoteur de chiP, la flèche représente le +1 de transcription, l’ATG 

initiateur et le codon stop TGA sont écrits en rouge. La délétion est représentée surlignée 

en rouge. B) Activités β-galactosidase spécifiques en unités de Miller mesurées en phase 

exponentielle de croissance dans les souches chiPΔ1045AGG ainsi que les différentes 

délétions de la partie 5’UTR. C) Activités β-galactosidase spécifiques en unités de Miller 

mesurées en phase exponentielle de croissance dans les souches chiPΔ1045AGG ainsi que 

les différentes délétions de la partie 5’UTR en présence du facteur Rho WT, Rho G63D et 

Rho Y80C. D) Activités β-galactosidase spécifiques en unités de Miller mesurées en phase 

exponentielle de croissance dans les souches chiPΔ1045AGG ainsi que les différentes 

A)
B)

C)

D)
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 Afin de déterminer si les effets observés sont dus à la terminaison prématurée de la 

transcription, j’ai combiné par transduction les différentes délétions avec le mutant Y80C du 

facteur Rho et réalisé les dosages de l’activité β-galactosidase dans ces différents contextes 

(Figure 51 C). Les résultats montrent une augmentation d’un facteur deux par rapport à Rho 

sauvage, que ce soit dans la souche où le site rut est à sa position naturelle ou rapprochée du 

+1 de transcription. Par contre, dans la souche chiPΔ282 où le début du site rut est éliminé et 

le cœur du site accolé au +1 de transcription, l’effet de la mutation Rho est beaucoup plus 

faible. Ces résultats confirment que les effets que nous avons observés précédemment sont 

bien dus à un phénomène de terminaison prématurée de la transcription Rho-dépendant. En 

effet, lorsque le site rut est altéré, la terminaison de la transcription diminue drastiquement 

entrainant une forte augmentation de l’expression du rapporteur. De plus, il semble que, dans 

ce cas, ce phénomène ne soit pas dépendant du facteur Rho, puisque la présence du mutant 

Y80C de Rho n’entraine pas une augmentation importante de l’expression du rapporteur. 

 Nous avons donc voulu savoir, si dans ces contextes, la terminaison Rho-dépendante 

que nous observions était toujours dépendante du facteur NusG. L’allèle nusG 174fs a été 

introduit par transduction dans les différentes souches et les dosages de l’activité du 

rapporteur ont été réalisés (Figure 51 D).  Les résultats montrent des effets similaires à ce que 

nous avions observé avec le facteur Rho Y80C, bien que l’effet semble moins important. Ces 

résultats semblent montrer que la terminaison Rho-dépendante initiée au niveau du site rut 

cryptique de chiP pourrait avoir lieu même lorsque le site rut est placé au niveau du +5 de 

transcription.  

 Il ne semble pas y avoir une exigence de distance minimale entre l’extrémité 5’ de 

l’ARN et le site rut, pour que Rho et NusG puissent agir ensemble et promouvoir la 

terminaison de la transcription. Il est possible que ces protéines soient déjà présentes et 

associés au complexe d’élongation, tout au début du processus de transcription de l’ARNm. 

Des études approfondies sont nécessaires afin d’établir si cela est le cas ici. Nos résultats 

permettent également de définir, pour la première fois et assez précisément, que les bornes du 

site rut doivent être conservées pour maintenir sa capacité à lier le facteur Rho à l’ARNm. Les 

présence du facteur Rho WT, Rho G63D et Rho Y80C. D) chiPΔ1045AGG ainsi que les 

différentes délétions de la partie 5’UTR en présence du facteur NusG WT, NusG 174fs et 

NusG V162D. 
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résultats de ce travail permettent entre autres, d’envisager l’utilisation d’un site rut bactérien 

bien caractérisé dans des systèmes chromosomiques appropriés à l’étude de différents 

mécanismes impliquant le facteur de terminaison Rho.  

 Etude de la différence d’activité entre le site rut cryptique de 5.2)

chiP chez S. Typhimurium et E. coli. 

Afin de compléter notre étude sur le site rut cryptique de chiP, nous avons réalisé une 

étude in vivo, similaire sur le gène chiP d’E. coli afin examiner les possibles différences dans 

le mécanisme de régulation de l’expression de l’opéron chiPQ par le petit ARN ChiX chez 

cette bactérie. Ces expérimentations nous ont permis de montrer des différences entre le site 

rut cryptique de chiP dans ces deux espèces confirmant les observations effectuées in vitro. 

Les variations de séquences entre ces derniers induisent des différences dans la terminaison 

prématurée de la transcription (Figure 52 A). En effet, chez S. Typhimurium, l’équipe de 

Marc Boudvillain, notre collaborateur, a pu montrer que la terminaison prématurée de la 

transcription induite par la fixation du petit ARN ChiX de l’opéron chiPQ nécessite deux 

facteurs protéiques in vitro : le facteur Rho et le facteur NusG. Cependant, lors de l’étude in 

vitro chez E.coli, il est clairement apparu que la terminaison prématurée de la transcription 

pouvait se faire de façon NusG-indépendante bien que la présence de ce dernier permette une 

meilleure terminaison de la transcription (Figure 52 B). Il a semblé donc important de 

déterminer quelles étaient les caractéristiques de la séquence du site rut chez E.coli 

responsables de cette différence concernant la participation de NusG dans la terminaison Rho-

dépendante de la transcription dans chiP. 

Afin de parvenir à identifier ces éléments de séquences, nous avons utilisé l’opéron 

chiPQ de S. Typhimurium comme point de départ de notre étude. Chez Salmonella, nous 

avons remplacé des séquences de tailles variables du site rut dans chiP par les mêmes 

séquences provenant de chez E. coli. Deux substitutions ont été effectuées et par la suite 

comparées au site rut de S.typhimurium sauvage, à l’aide du rapporteur lacZ inséré dans chiQ. 

Les substitutions ont été réalisées dans une souche dont le codon initiateur AUG a été 

remplacé par le codon AGG  afin de maximiser le niveau de terminaison prématurée de la 

transcription. Ces dernières ont été réalisées en suivant le protocole de recombinaison sans 

cicatrice. La première substitution correspond à un remplacement de 40nt autour du site rut 

cœur appelé chiPAGG rutEC40 (Figure 53 A). En effet, ce dernier présente une séquence 

identique entre les deux espèces, mais les régions proches en amont et en aval du cœur du site 
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possèdent un plus grand nombre de cytosines dans ses séquences chez E.coli que chez S. 

Typhimurium. La seconde substitution est un remplacement de 119nt permettant l’échange de 

l’intégralité du site rut que nous avons appelé chiPAGG rutEC119 (Figure 53 A). Ceci afin de 

confirmer que les caractéristiques observées dans la terminaison prématurée de la 

transcription chez E.coli (NusG-indépendante) soit bien dues à la séquence du site rut et non à 

un contexte génétique favorable chez cette même espèce par rapport à S. Typhimurium.  

 

Par la suite, j’ai transféré les allèles mutants de Rho dans ces souches par transduction 

[306]. Dans un premier temps, j’ai analysé l’effet des mutants du facteur Rho dans les 

différents contextes (Figure 53 B). Les résultats du dosage de l’activité rapporteur montrent 

 

Figure 52 : Différence entre le site rut cryptique de chiP chez S. Typhimurium et E. 

coli. 

A) Représentation des séquences du site rut cryptique de chiP chez S.typhimurium et 

E.coli. Les cytosines importantes et communes sont surlignées en vert, les cytosines 

supplémentaires présentent chez S.typhimurium sont surlignées en jaunes et surlignées en 

orange chez E.coli. B) Expérience de terminaison de la transcription in vitro réalisée par 

l’équipe de Marc Boudvillain au CNRS d’Orléans effectuée avec un fragment d’ADN de 

560nt contenant le site rut de S.typhimurium (chiP1-sal) ou le site rut de E.coli (chiP1-

119). Cette expérience a été réalisée avec le facteur Rho à 70nM, de la bicyclomycine 

concentrée à 150µM et le facteur NusG à 140nM (Figure réalisée par Marc Boudvillain). 
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un effet des mutants du facteur Rho similaire, quel que soit le contexte génétique étudié. En 

effet, nous pouvons observer qu’en présence d’un facteur Rho sauvage, les activités β-

galactosidases mesurées montrent que le site rut d’E. coli même partiel est plus efficace à 

initier la terminaison de la transcription par rapport au site de Salmonella (Figure 53 B). En 

effet, l’activité mesurée du rapporteur avec le site rut de S. Typhimurium est de 50 unités de 

Miller. Cette activité décroit à 41 unités de Miller avec dans la souche chiPAGG rutEC40 et 

atteint 18 unités de Miller dans la souche chiPAGG rutEC119. Ces résultats sont conformes à 

ceux observés précédemment, autrement dit, le site rut d’E.coli est plus efficace à initier la 

terminaison de la transcription que celui de S. Typhimurium. En présence des mutants du 

facteur Rho, l’activité β-galactosidase augmente de manière équivalente, d’un facteur 5 et 6 

dans les différents contextes (Figure 53 B). Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que le 

facteur Rho est indispensable, quel que soit le contexte pour initier la terminaison prématurée 

et donc que l’altération de son activité terminatrice engendre un effet similaire dans les 

différentes souches. Ceci semble donc conforme à ce qui a été observé lors des expériences de 

terminaison de la transcription in vitro en présence de la bicyclomycine, molécule inhibitrice 

de Rho (Figure 52 B).  
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Figure 53 : Etude des différences de sensibilité des sites rut de chiP de S. 

Typhimurium et d’E. coli aux facteurs Rho et NusG 

rutEC119. La séquence soulignée correspondant au promoteur de chiP, la flèche représente 

le +1 de transcription, l’AGG est en rouge, le cœur du site rut est représenté surligné en 

noir et les sites de remplacement correspondant à chiP rutEC40 et chiP rutEC119 sont 

représentés en bleu et vert respectivement. Les différences entre les constructions sont 

marquées par un dièse dans les alignements et le nucléotide correspondant au site rut 

d’E.coli est représenté en rouge. B) Activités β-galactosidase spécifiques en unité de Miller 

B)

C)

A)
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Il a été souhaitable d’étudier les effets des mutants du facteur NusG sur la terminaison 

Rho-dépendante dans ces différents contextes (Figure 53 A). En effet, nous savons que ce 

facteur est indispensable pour obtenir une terminaison prématurée de la transcription chez S. 

Typhimurium, mais qu’il n’est pas nécessaire chez E.coli. Nous pouvons supposer que les 

effets des mutants du facteur NusG auront de plus importantes conséquences sur le site rut de 

S.typhimurium que sur ceux proches de celui d’E.coli. Nous avons examiné l’activité β-

galactosidase chez les souches portant les différents allèles de chiP en présence de mutations 

NusG (Figure 53 C). Les mutants du facteur NusG dans la souche chiPAGG, ayant le site rut de 

S. Typhimurium, entraine une augmentation de l’expression du rapporteur d’un facteur 5, 

passant d’une activité de 51 unités de Miller pour l’allèle nusG à 254 et 216 unités de Miller 

pour les allèles nusG 174fs et nusG V162D respectivement (Figure 53 C). Ces effets sont plus 

faibles dans la souche chiPAGG rutEC40 où la présence de ces mêmes mutants de NusG 

entraine une augmentation de l’expression du rapporteur d’un facteur 3. En effet, l’activité du 

rapporteur mesurée passe de 35 unités de Miller avec NusG WT à 110 et 101 unités de Miller 

en présence des allèles nusG 174fs et nusG V162D respectivement (Figure 53 C). Dans la 

souche chiPAGG rutEC119, l’augmentation de l’expression du rapporteur n’est plus que d’un 

facteur 2 en présence des mutants de NusG. L’activité mesurée passe de 22 unités de Miller 

avec nusG à 47 et 54 unités de Miller en ce qui concerne les mutants nusG 174fs et nusG 

V162D. Ces résultats montrent que les différents contextes n’ont pas la même sensibilité au 

facteur NusG. En effet, comme nous nous y attendions, la souche ayant le site rut de S. 

A) Représentation des séquences des souches chiPAGG, chiP rutEC40 et chiP rutEC119. La 

séquence soulignée correspondant au promoteur de chiP, la flèche indique le +1 de 

transcription, l’AGG est en rouge, le cœur du site rut est représenté surligné en noir et les 

sites de remplacement correspondant à chiP rutEC40 et chiP rutEC119 sont représentés en 

bleu et vert respectivement. Les différences entre les constructions sont marquées par un 

dièse dans les alignements et le nucléotide correspondant au site rut d’E.coli est représenté 

en rouge. B) Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase stationnaire 

de croissance dans les souches chiPAGG ainsi que les différents remplacements du site rut 

en présence du facteur Rho WT, Rho G63D et Rho Y80C. C) Activité β-galactosidase 

mesurée en unités de Miller et en phase stationnaire de croissance dans les souches 

chiPAGG ainsi que les différents remplacements du site rut en présence du facteur NusG 

WT, NusG 174fs et NusG V162D. 
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Typhimurium est beaucoup plus sensible aux mutants de NusG que les souches ayant le site 

rut partiel (rutEC40) ou total (rutEC119) d’E. coli (Figure 53 C). Ces résultats, comme 

précédemment, corrèlent avec les expériences in vitro de terminaison de la transcription.   

   

 

Figure 54 : Différence de sensibilité du site rut de S. Typhimurium et d’E.coli au 

facteur NusG ainsi qu’à la position du site par rapport au +1 de transcription. 

A) Représentation des séquences des souches chiPAGG rutEC119 chiPΔ1045 et chiPAGG  

chiPΔ282 rutEC119 chiPΔ1045. La séquence soulignée correspondant au promoteur de 

chiP, la flèche représente le +1 de transcription, l’AGG  est en rouge, la séquence 

correspondante à chiP est en violet, le site rut chiP rutEC119 est en vert et le cœur du site 

rut est souligné en vert, la séquence de chiQ est en orange et le plasmide pCE40 est en 

bleu. B) Activité β-galactosidase mesurée en unités de Miller et en phase stationnaire de 

croissance dans les souches chiPAGG chiPΔ1045, chiPAGG chiPΔ282 chiPΔ1045, chiPAGG 

rutEC119 chiPΔ1045 et chiPAGG chiPΔ282 rutEC119 chiPΔ1045 en présence du facteur 

NusG WT et NusG 174fs. 

 

 

A)

B)
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Au vu des résultats obtenus précédemment, nous avons voulu savoir si l’absence des 

autres sites rut cryptiques présents dans les 1045nt entre le site rutEC119 et notre rapporteur 

impactait sur nos résultats. Pour ce faire, j’ai, dans un premier temps, introduit la délétion de 

1045nt dans la souche chiPAGG rutEC119 puis j’ai réalisé la délétion des 282nt en amont du 

site rut afin de la rapprocher du +1 de transcription (Figure 54 A). Ensuite, j’ai combiné par 

transduction nos différentes constructions avec le facteur NusG 174fs et réalisé les dosages de 

l’activité β-galactosidase dans ces différents contextes (Figure 54 B). Le résultat de ces 

dosages montre que le site rut d’E. coli, dans ce contexte, est toujours très actif même accolé 

au +1 de transcription. En effet, alors que le site rut de Salmonella perd une grande partie de 

son activité dans le contexte chiPΔ1045 chiPΔ282, ce qui se traduit par une augmentation de 

l’activité du rapporteur de 300 à plus de 2000 unités de Miller, ce n’est pas le cas pour le site 

rut d’E. coli (Figure 54 B). Dans ce même contexte, ce dernier reste très actif puisque 

l’activité du rapporteur varie légèrement (de 70 à 50 unités de Miller). Par contre, comme 

précédemment, le facteur NusG a un impact sur le fonctionnement du site rut d’E.coli puisque 

en présence de la mutation nusG 174fs, l’activité du rapporteur, quel que soit le contexte, 

augmente d’un facteur 2.5-3 passant à environ 180 unités de Miller (Figure 54 B).  

L’ensemble de nos résultats semble indiquer que dans un contexte génétique identique, 

le site rut de chiP d’E.coli est plus efficace à initier la terminaison prématurée de la 

transcription que celui de S. Typhimurium. De plus, comme il avait été observé lors des 

expériences in vitro de terminaison de la transcription, cette dernière ne nécessite que peu le 

facteur NusG pour s’initier à contrario de ce qui est observé chez S. Typhimurium. Ce résultat 

montre que, comme il avait été pressenti, plus la séquence site rut de chiP se rapproche de 

celle du site de E.coli, plus l’initiation de la terminaison est efficace et moins elle est 

dépendante du facteur NusG. De plus, dans le contexte chiPΔ1045, à la différence du site rut 

cryptique de S.typhimurium, le site rut d’E.coli reste très efficace même lorsque le cœur du 

site rut est accolé au +5 de transcription. Une des principales différences entre le site rut de 

chiP d’E. coli et celui de S. Typhimurium est une quantité plus importante de cytosine dans la 

région entourant le cœur du site dans la séquence d'E. coli.  Or ce sont ces mêmes cytosines 

qui interagissent avec le site primaire d’interaction de Rho permettant à la protéine de se lier 

au site rut. Il est alors envisageable que Rho interagisse plus aisément avec le site rut d’E. coli 

et que cette liaison soit plus forte que dans le cas de S. Typhimurium. Cette interaction, plus 

stable, permettrait à Rho d’initier la terminaison de la transcription sans avoir besoin du 

facteur NusG. 
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 Étude de la régulation des ARNm par 1.

les petits ARN régulateurs : Rôle des 

sites de fixation d’Hfq 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la régulation des ARNm par les 

petits ARN régulateurs au moyen de la protéine Hfq. De nombreux points de la régulation ont 

été et sont encore étudiés depuis de nombreuses années. Le nombre croissant de petits ARN 

régulateurs découverts au sein des différentes souches bactériennes ainsi que leur rôle clé dans 

de la régulation de nombreux réseaux de gènes en font un atout majeur pour la compréhension 

des réseaux métaboliques bactériens [469]. La grande majorité des études portant sur cette 

thématique cherche encore à identifier et caractériser les rôles des petits ARN régulateurs 

dans des réseaux métaboliques précis. Cependant, il existe un nombre limité d’étude 

cherchant à comprendre comment un petit ARN régulateur reconnait et interagit avec sa cible 

par l’intermédiaire de la protéine Hfq. Une de ces études a particulièrement retenu notre 

attention et semblait indiquer que seule la région d’appariement jouait un rôle dans la 

régulation entre les petits ARN régulateurs et leurs ARNm cibles [470].  Des études réalisées 

sur la protéine Hfq ont montré que cette dernière possédait deux faces distinctes d’interactions 

avec les ARN : une face distale ayant une forte affinité avec les ARN possédant un motif 

(AAN)n et une face proximale ayant une forte affinité pour les ARN polyU [7]. Cette 

complémentarité des sites de fixation à la protéine se retrouve régulièrement dans les 

différents couples d’ARNm / petits ARN régulateurs comme rpoS / DsrA, chiP / ChiX, yifK / 

GcvB, sodB / RyhB [10,32,265,409]. La majorité des modèles expliquant ces régulations 

présupposent que les différents ARN se fixent de manière complémentaire sur la protéine Hfq 

[7,256,357,471]. 

Au cours de la thèse, nous avons cherché à améliorer la compréhension des interactions 

entre Hfq et les différents ARN, notamment en étudiant le site de fixation de la protéine à ces 

derniers. Pour ce faire, nous sommes partis de couples ARNm / petit régulateurs connus et 

documentés. Nous avions des certitudes ou de fortes suppositions concernant la position et la 

nature des sites de fixation de la protéine Hfq à ces ARN [32,265,409]. Au cours d’une étude 

préliminaire, nous avons réalisé un certains nombre d’ARNm chimères dans lesquels nous 

avons interverti les séquences d’appariement entre les différents ARNm. Ces nouveaux 

ARNm ne sont peu ou pas reconnus par les petits ARN régulateurs cognats sauf lorsque ces 
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derniers possèdent un site de fixation à Hfq complémentaire à celui qui est présent sur 

l’ARNm. La construction de petits ARN régulateurs sur le même principe a montré un résultat 

similaire. Finalement, les ARNm chimères non régulés par les petits ARN régulateurs 

conventionnels arrivent à être régulés par des petits ARN chimères ayant à la fois une 

séquence d’appariement et un site de fixation à la protéine Hfq complémentaire. Ces 

différentes analyses ont été confirmées en partie lors de nos expériences d’interactions in 

vitro. En effet, lors de ces expériences, nous n’avons pu obtenir la formation de complexe 

ternaire ARNm / Hfq / petits ARN régulateurs qu’en présence de tous les attributs requis : site 

d’appariement ARN / ARN et site de fixation à Hfq complémentaire. Ces différentes 

conclusions ont été également obtenues dans une étude réalisée en parallèle par une autre 

équipe [472]. 

Bien que nous ayons montré que la nature des sites de fixation de la protéine Hfq soit 

importante pour obtenir une régulation optimale des ARNm, il n’en reste pas moins que cette 

dernière ne semble pas essentielle pour autant aux vues des différents résultats que nous avons 

pu obtenir avec les souches dérivées de l’ARNm yifK ayant la séquence d’appariement de 

l’ARNm chiP. En effet, dans ces souches, le petit ARN régulateur ChiX inhibe la traduction 

de l’ARNm cible, quelle que soit la séquence du site de fixation à Hfq. Pourtant, cette 

régulation est moins efficace lorsque les sites de fixations des ARN sont incompatibles. Ce 

résultat pourrait s’expliquer par le fait que ChiX est le petit ARN régulateur ayant le plus 

d’affinité pour la protéine Hfq. Il est donc fortement probable que, dans la cellule, une grande 

quantité de protéine Hfq sous forme hexamèrique se retrouve donc liée au petit ARN ChiX. 

Ce dernier, protégé par Hfq, pourrait interagir avec les ARNm cibles sans que ces derniers 

interagissent eux même avec la protéine Hfq. En effet, les expériences réalisées avec les 

souches yifKP dont le site de fixation à Hfq est de même nature que celui de ChiX (ayant un 

motif (AAN)n) sont régulées de manière équivalente aux mêmes souches dont le site de 

fixation à Hfq a été supprimé  

Un autre cas particulier est celui du petit ARN régulateur RyhB et de ses dérivés. Ces 

derniers sont capables d’induire une très forte régulation des ARNm cibles, quelle que soit la 

nature du site de fixation de ceux-ci. Pourtant, nous avons pu confirmer que RyhB interagit 

avec la face proximale de la protéine Hfq par des expériences de mutagenèse de la protéine où 

des mutations sur cette face entrainaient une diminution de la quantité du petit ARN 

régulateur. Or, dans les expériences avec le rapporteur traductionnel lacZ, l’inhibition de la 

traduction de ce dernier est aussi efficace dans les souches portants yifKP1 présentant un site 
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de fixation à Hfq de type polyU que dans les souches portants yifKP2 ayant un site au motif 

(AAN)3. L’ensemble de nos résultats dans cette étude semble nous suggérer que les résultats 

que nous obtenons dans ces constructions seraient dus à un fort différentiel d’expression entre 

nos petits ARN régulateurs et les ARNm cibles. En effet, yifK est faiblement exprimé dans la 

cellule alors que RyhB, au contraire, est beaucoup plus fortement exprimé. Ces différences 

d’expressions pourraient induire un si fort ratio petit ARN / ARNm que, même en présence de 

site d’Hfq incompatible, nous obtenions une très forte régulation de l’ARNm. De plus, la 

faible régulation de l’ARNm chiP par RyhBX peut s’expliquer par le même mécanisme. En 

effet, l’expression de chiP est beaucoup plus forte que celle de yifK diminuant d’autant le 

ratio petit ARN / ARNm. 

Nous nous sommes également intéressés, au cours de cette étude, au rôle du domaine C-

terminal de la protéine Hfq dans la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs. La 

fonction de ce domaine de la protéine Hfq reste encore nimbée d’un certain mystère. Les 

différentes études réalisées ont montré que ce domaine jouerait un rôle dans la régulation des 

ARNm par les petits ARN régulateurs, notamment dans les interactions intramoléculaires 

[461,473]. Il a également été montré qu’il jouait un rôle dans la localisation cellulaire de la 

protéine [460]. Nos résultats confirment en partie ce qui avait pu être montré précédemment. 

En effet, en présence de la délétion totale du domaine C-terminal de la protéine Hfq, nous 

observons une diminution de la régulation de nos ARNm rapporteurs cibles par leurs petits 

ARN régulateurs respectifs. De façon surprenante, la majorité des effets de cette délétion est 

relativement faible sur ces régulations.   

En plus d’analyser les effets de la délétion du domaine C-terminal, nous avons également 

voulu savoir si le remplacement de ce domaine par des différents épitopes FLAG impacterait 

nos régulations. Les analyses réalisées dans ces contextes nous ont clairement montré que, 

dans la majorité des cas, la présence d’une séquence en C-terminal autre que celle qui est 

présente nativement impactait plus ou moins fortement la capacité des ARNm à être régulés 

par les petits ARN régulateurs.  Ceci peut s’expliquer par le fait qu’en présence d’une 

nouvelle queue C-terminal, nous pouvons créer un encombrement empêchant la fixation 

correcte de nos ARN sur la protéine et ainsi modifier la régulation de ces derniers. 
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 Étude de la terminaison prématurée 2.

Rho-dépendante. 

Lors de la seconde partie de ces travaux réalisés au cours de la thèse, nous avons pu 

identifier et décrire un nouveau mécanisme d’action des petits ARN régulateurs dans la 

régulation des ARNm : un phénomène de polarité Rho-dépendant [306]. En effet,  lors de la 

régulation de l’ARNm chiPQ par le petit ARN ChiX, ce dernier s’apparie à l’ARNm au 

niveau de la séquence SD de chiP provoquant ainsi l’inhibition de sa traduction. Cette 

inhibition est due à l’incapacité des ribosomes à se lier à l’ARNm. Cette liaison entre les deux 

ARN entrainent un découplage de la transcription / traduction laissant l’ARNm en cours de 

synthèse libre de tout ribosome. Cela permet à la protéine Rho de se lier à un site rut 

cryptique présent dans la séquence codante de l’ARNm chiP et d’entrainer une terminaison 

prématurée de la transcription de l’ARNm chiPQ Rho-dépendante NusG-dépendante. Ce 

mécanisme permet à la fois de contrôler l’expression de l’ensemble des gènes présents sur un 

même opéron en stoppant sa synthèse prématurée, mais permet également à la cellule de 

réaliser une forte économie d’énergie en évitant de synthétiser l’ensemble de l’opéron aussi 

bien au niveau de la transcription que de la traduction. Ce nouveau type de régulation des 

ARNm par les petits ARN régulateurs, au moment de sa découverte, était un cas particulier. 

Nous avons donc voulu savoir si nous étions capables de trouver un autre exemple de 

régulation similaire. Pour ce faire et en s’appuyant sur la littérature ainsi que les données 

présentes au laboratoire, nous avons sélectionné un autre opéron qui semblaient répondre à 

nos différents critères : l’opéron dppABCDF régulé par le petit ARN GcvB. 

Les différentes expériences que nous avons réalisées sur cette régulation ne nous ont 

donné aucun résultat probant pouvant confirmer ou infirmer notre hypothèse. Pire, la mise en 

place de nos différents rapporteurs dans la région intergénique entre dppA et dpnt a conduit à 

la formation d’un site rut artéfactuel. Ce site rut, présent en amont de nos constructions a 

perturbé le bon déroulement de nos expérimentations en induisant des terminaisons de la 

transcription Rho-dépendante en amont du rapporteur transcriptionnel lacZ. Lors de nos 

analyses complémentaires, nous avons pu identifier les origines de ce site rut qui remonte à la 

construction préliminaire à ces expériences. En effet, ce site rut est présent au sein de la 

séquence du plasmide pKD3, et plus précisément au cœur du premier site FRT du module 

FRT-cat-FRT. Ce module ayant servi de matrice à la construction de notre système 
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rapporteur, nous avons involontairement biaisé les résultats que nous avons obtenus lors de 

cette étude. 

Les résultats obtenus ne nous ont pas permis d’infirmer ou de confirmer notre hypothèse 

de départ. En effet, nos résultats ne semblent pas indiquer la présence d’un site rut fonctionnel 

au sein de dppA. Pourtant, comme il a été montré, l’expression de l’ensemble de l’opéron 

dppABCDF est réprimée par la fixation de GcvB [463]. Le phénomène à l’origine de cette 

régulation reste donc à identifier et le mécanisme de polarité reste une explication valable 

pour cette régulation. Il reste donc à rechercher, sur les différents gènes de l’opéron, les sites 

rut potentiels pouvant conduire à ce type de régulation. De plus, Il existe au sein de la cellule 

encore un grand nombre d’opérons régulés par des petits ARN régulateurs. Parmi ces 

derniers, il a été montré que la régulation de l’opéron galETKM par le petit ARN régulateur 

Spot 42 chez E.coli est liée à un phénomène de polarité transcriptionnel [474]. En effet, la 

liaison du petit ARN Spot 42 dans la région intergénique entre galT et galK au niveau de la 

séquence SD de galK entraine l’inhibition de la traduction de ce dernier, mais également une 

terminaison prématurée de la transcription Rho-dépendante inhibant également l’expression 

de galM. Dans ce cas, nous pouvons observer que la régulation de l’opéron galETKM affecte 

principalement les deux derniers gènes de l’opéron laissant les gènes galE et galT exprimés 

normalement par la cellule. Il semble donc que le phénomène de polarité lié à la régulation 

d’un ARNm par un petit ARN régulateur que nous avons découvert ne soit pas un cas unique, 

mais que nous pouvons certainement le retrouver dans la régulation d’un grand nombre 

d’opérons. 

En parallèle de cette étude, nous avons également étudié la régulation de l’opéron 

pgaABCD. Les données obtenues sur cet opéron nous laissaient supposer que le petit ARN 

McaS se liait à la région 5’UTR de l’ARNm au niveau d’un site rut putatif. Or les différentes 

expériences que nous avons réalisées sur la régulation de cet opéron nous ont montré que ce 

dernier n’était pas directement régulé par le petit ARN McaS, mais par la protéine CsrA. CsrA 

est une protéine régulatrice faisant partie des régulateurs globaux impactant l’expression d’un 

grand nombre de gènes liés au métabolisme du glucose. Malgré cela, les études qui ont été 

réalisées ont montré que la régulation de l’opéron pgaABCD par la protéine régulatrice CsrA 

était bien liée à un phénomène d’atténuation de la transcription [475]. Le site rut putatif se 

trouve au sein d’une structure en tige-boucle dans la région 5’UTR de l’opéron pgaABCD. Ce 

site est normalement inactif puisqu’il est prisonnier de la structure en tige-boucle et par 

conséquent, n’est pas accessible à la protéine Rho. Cette structure en tige-boucle présente 
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deux sites de fixation de la protéine CsrA permettant à cette dernière de s’y lier. La fixation 

de CsrA sur cette structure modifie la conformation de la région 5’UTR conduisant à la 

libération du site rut et permettant ainsi au facteur Rho de se lier à ce dernier. Cette liaison 

entraine une terminaison prématurée de la transcription Rho-dépendante de l’opéron 

pgaABCD.  

 

 Caractérisation de la terminaison 3.

Rho-dépendante 

Lors de la découverte du site rut cryptique au sein de la séquence codante du gène chiP 

de l’opéron chiPQ, nous avons pu établir que la terminaison liée à ce site était Rho-

dépendante ainsi que NusG-dépendante [306].  Au cours de la thèse, nous avons voulu mieux 

comprendre les caractéristiques des sites rut responsables de la terminaison Rho-dépendante. 

Notre modèle présentait plusieurs points intéressants pour réaliser cette analyse. En effet, 

nous avons pu, au cours de la thèse, définir sa taille ainsi qu’identifier la séquence minimale 

requise au bon fonctionnement de ce dernier, c’est-à-dire le site rut cœur. De plus, lors 

d’analyse in vitro chez E.coli, nous avons pu noter une grande différence dans la terminaison 

prématurée de l’opéron chiPQ induite par le petit ARN ChiX. La terminaison chez S. 

Typhimurium de ce même opéron nécessite la présence de deux facteurs protéiques que sont 

Rho et NusG alors que, chez E.coli, seule la protéine Rho est essentielle à la terminaison Rho-

dépendante. Au cours de l’étude, nous avons utilisé ce modèle pour étudier le site rut sous 

deux angles différents. Nous avons voulu définir la distance minimale entre le +1 de 

transcription et la position du site rut pour le recrutement des protéines Rho et NusG ainsi que 

comprendre les différences entre le site rut de S. Typhimurium et celui d’E.coli. 

Lorsque nous avons voulu déterminer la distance minimale nécessaire au bon 

fonctionnement du site rut, il nous a paru évident qu’un problème était présent dans nos 

constructions. En effet, lors des différentes délétions visant à rapprocher le site rut du +1 de 

transcriptions, nous avons observé une terminaison Rho-dépendante NusG-dépendante quand 

bien même nous délétions le site rut cœur. Cela implique qu’il existe, entre le site rut 

cryptique et la fin du gène chiP, un ou plusieurs sites rut qui altérent les résultats de notre 

analyse. Nous avons donc réalisé une délétion de cette région afin de continuer nos analyses. 
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Dans ce contexte, le site rut reste fonctionnel même accolé au +1 de transcription. À l’inverse, 

lorsque la séquence de ce dernier commence à être suprimé, le site rut perd fortement sa 

capacité à induire une terminaison Rho-dépendante. Ces résultats nous suggèrent qu’il 

n’existe donc pas de distance minimale et que le facteur Rho ne nécessite pas un long transcrit 

pour pouvoir se lier à l’ARNm en cours de synthèse. Cela concorde avec l’hypothèse 

suggérant que Rho est constamment lié à l’ARN polymérase même avant l’initiation de la 

synthèse de l’ARNm [476]. Cela permettrait à Rho de lier directement le site rut de l’ARNm 

en cours de synthèse à sa sortie du complexe d’élongation transcriptionnel. Ceci pourrait être 

confirmé ou infirmé par des expériences de terminaison de la transcription in vitro en utilisant 

nos différentes constructions comme matrice. 

Lors de cette étude, nous avons également comparé le site rut cryptique identifié dans la 

séquence de l’ARNm chiP chez S. Typhimurium et E.coli. En comparant les séquences de ces 

sites, il nous est apparu que le site d’E.coli possède un taux de C/G supérieur au site de S. 

Typhimurium. Lors de nos expériences, nous avons remplacé la totalité ou une partie du site 

rut de S. Typhimurium par celui d’E.coli. Ceci nous a permis d’observer qu’en fonction de 

nos différents remplacements, nous obtenons une gamme d’efficacité et de sensibilité 

variables. Plus le site rut se rapproche de celui d’E.coli est plus la terminaison Rho-

dépendante est efficace et moins il est dépendant de la protéine NusG. De plus, à l’inverse de 

ce que nous avons observé chez S. Typhimurium, le site rut cœur d’E.coli est suffisant pour 

initier une terminaison Rho-dépendante efficace même accolée au +1 de transcription. Il 

semble donc que le taux de C/G joue un rôle beaucoup plus important que simplement définir 

le site rut. Il semble jouer un rôle dans l’efficacité de la terminaison. Ceci pourrait s’expliquer 

facilement en considérant qu’un meilleur taux de C/G permet une reconnaissance du site rut 

plus optimal par Rho. De plus, ce recrutement plus efficace pourrait conduire à diminuer le 

rôle du facteur NusG dans le processus de terminaison de la transcription. 
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 Matériel 1.

 Conditions de cultures 1.1)

Toutes les souches utilisées lors de cette thèse sont dérivées de Salmonella entérina 

serovar Typhimurium. La liste des souches utilisée est compilée dans l’annexe 1 par 

thématique. Les bactéries ont été cultivées dans du milieu LB broth solidifié par addition de 

1.5 % d’agar Difco au besoin [477]. Dans certaines conditions, le milieu LB a été agrémenté 

avec 0.02 % d’arabinose. Les antibiotiques utilisés ont été ajoutés aux concentrations finales 

suivantes : Chloramphénicol, 10µ g.mL
-1

 ; monosulfate de Kanamycine, 50µ g.mL
-1 

; 

Ampicilline sodique, 75µ g.mL
-1 

; Spectinomycine disodique, 80µ g.mL
-1 

; et Tetracycline 

hydrosodique, 25µ g.mL
-1

. Les boites LB X-gal contiennent 40µg.mL
-1 

de 5-bromo -4-chloro-

3-indolyl-β-D-galactopyranoside (Sigma-Aldrich) et les boites MacConkey agar contenant 

1 % de lactose ont été utilisé pour contrôler l’expression du gène lacZ dans les colonies 

bactériennes [478]. Les cultures liquides ont poussé dans un agitateur tournant et la croissance 

a été contrôlée par une mesure de la densité optique à 600nm. 

 Plasmides et ADN matrices 1.2)

Le plasmide utilisé comme matrice pour amplifié le gène cat apportant la résistance au 

chloramphénicol lors des PCR pour la recombinaison médiée par λ-Red est pKD3 [464]. Le 

plasmide pCP20, contenant la Flp recombinase a été utilisé au besoin pour enlever des 

cassettes de résistance aux antibiotiques entourés de site FRT ou pour permettre l’intégration 

du plasmide pCE37 [479]. Ce dernier a été utilisé pour créer des fusions chromosomiques de 

lacZ avec nos gènes d’intérêts [454]. L’ADN chromosomique de la souche MA3397 a été 

utilisé comme matrice pour amplifier le module tetAR dans la première étape du protocole de 

recombinaison sans cicatrice [480]. 
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 Constructions de souches 1.3)

 Étude de la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs : 1.3.1)

Rôle des sites de fixation d’Hfq 

1.3.1.1) Constructions des ARNm chimères 

Les ARNm chimères ont été réalisés en suivant le protocole de recombinaison sans 

cicatrice et leurs structures sont représentées dans l’annexe 1. Le module tetAR a été amplifié 

à partir de la souche MA3397 avec les couples d’oligonucléotides L44-L45 et G44-G45 puis 

insérer dans les souches 10115 et 10280 contenants respectivement chiP::lacZ et yifK::lacZ. 

Par la suite, le module tetAR a été remplacé par recombinaison avec le produit de PCR 

obtenues avec les couples d’oligonucléotides L36-L37, L38-L39, L40-L41, R32-R33 et R35-

R36 pour produire respectivement les souches MA11437 (chiPK), MA11438 (chiPA), 

MA11439 (chiPB), BG295 (yifKB) et BG297 (yifKN). 

1.3.1.2) Constructions des petits ARN régulateurs chimères 

Les petits ARN régulateurs chimères ont été réalisés en suivant le protocole de 

recombinaison sans cicatrice et leurs structures sont représentées dans l’annexe 2. Les 

chimères dérivées de ChiX et GcvB ont été construites à partir de la souche MA7455. Les 

chimères dérivées de RyhB ont été construites dans la souche MA11665. Le module tetAR a 

été amplifié à partir de la souche MA3397 par PCR et introduit dans la souche MA7455 pour 

les couples d’oligonucléotides K86-K87, K88-K89 et dans la souche MA11665 pour le couple 

d’oligonucléotides K90-K91. Par la suite, le module tetAR a été remplacé par recombinaison 

avec le produit de PCR obtenues avec les couples d’oligonucléotides L01-L02, L05-L06- 

M31-M32, L09-L10, N24-N25 et N22-N23 pour produire respectivement les 

souches MA11399 (ChiXG), MA11400 (ChiXR), MA11619 (GcvBX), MA11398 (GcvBB) 

MA11689 (RyhBX) et MA11682 (RyhBB). 

1.3.1.3) Modifications des sites de fixation d’Hfq des souches yifKP1 et yifKP2  

Les ARNm yifKP4 et yifKP5 ont été réalisés en inversant respectivement le site de 

fixation des ARNm yifKP1 et yifKP2 en suivant le protocole de recombinaison sans cicatrice 

2.4.2. Le module tetAR a été amplifié à partir de la souche MA3397 avec les couples 

d’oligonucléotides O66-O67 et O69-O82 puis insérée dans les souches BG233 et BG253 

contenant respectivement yifKP1::lacZ et yifKP2::lacZ. Le module a été remplacé par 
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recombinaison dans ces souches avec les produits de PCR obtenus avec les couples 

d’oligonucléotides O71-O72 et O73-O74 pour produire respectivement les souches BG236 

(yifKP4) et BG255 (yifKP5). 

1.3.1.4) Délétions du domaine C-terminal d’Hfq. 

Les délétions du domaine C-terminal de la protéine Hfq Δ70-98 et Δ70-102 ont été 

réalisés suivant le protocole recombinaison λ-red. Le gène cat a été amplifié par PCR à l’aide 

des couples d’oligonucléotides K27-H80 à partir de la souche 10714 et K28-H80 à partir du 

plasmide pKD3 respectivement. Ces produits de PCR ont été insérer dans la souche MA7455 

pour former les souches MA11226 (hfqΔ70-98-cat) et MA11244 (hfqΔ70-102-cat). 

1.3.1.5) Remplacement du domaine C-terminal d’Hfq par une séquence FLAG. 

Les remplacements du domaine C-terminal de la protéine Hfq par une séquence FLAG 

simple ou 3xFLAG ont été réalisés suivant le protocole recombinaison λ-red. Le gène codant 

l’épitope FLAG-cat et celui l’épitope 3xFLAG-cat ont été amplifiés par PCR à partir de la 

souche 11231 et à l’aide des couples d’oligonucléotides U80-U82 et U81-U82 

respectivement. Ces produits de PCR ont été insérer dans la souche BG435 contenant le 

rapporteur yifKP1 ainsi que le petit ARN régulateur RyhBX pour former les souches BG620 

(yifKP1::lacZ RyhBX Δfur ΔChiX ΔIsrE hqΔ72-102-FLAG-cat) et BG621 (yifKP1::lacZ 

RyhBX Δfur ΔChiX ΔIsrE hfqΔ72-102-3xFLAG-cat). 

 La répression de l’opéron dppABCDF de S. Typhimurium par GcvB 1.3.2)

implique-t-elle un mécanisme de polarité Rho-dépendant ? 

1.3.2.1) Constructions du rapporteur ARNtS.a  

L’ajout des rapporteurs ARNtS.a dans la région intergénique entre dppA et dpnt a été 

réalisé suivant le protocole recombinaison λ-red. Le module ARNt
S.a.

/cat a été amplifié par 

PCR à partir de la souche MA11812 et à l’aide des couples d’oligonucléotides K22-J84. Le 

produit de PCR a été introduit dans les souches MA7455, MA11407 et MA11408 afin de 

former les souches MA11251 (dppAB::tDNA
sa

-cat), MA11411 (dppAAGG dppAB::tDNA
sa

-cat) 

et MA11412 (dppAΔrut dppAB::tDNA
sa

-cat). 
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1.3.2.2) Introduction du rapporteur lacZ dans les souches dppAB::tDNA
sa

-cat 

Le rapporteur lacZ a été introduit dans les souches MA11251, MA11411 et MA11412 

en suivant le protocole : Génération de fusion lacZ dans un site spécifique. Dans un premier 

temps, les souches ont été transformées avec le plasmide pCP20 et mis dans les conditions 

pour obtenir l’expression de la FLP-recombinase. Les souches recombinantes, sélectionnées 

pour leur sensibilité au chloramphénicol, ont été les souches MA11478 (dppAB::tDNA
sa

-

FRT), MA11479 (dppAAGG dppAB::tDNA
sa

-FRT) et MA11480 (dppAΔrut dppAB::tDNA
sa

-

FRT). La seconde étape a été l’introduction du plasmide pCE37 contenant le rapporteur lacZ 

dans ces souches en utilisant le protocole : Préparation et transformation de cellules 

électrocompétentes pour plasmide. Les souches recombinantes ont été sélectionnées sur 

milieu LB additionnée de kanamycine pour former les souches MA11481  (dppAB::tDNA
sa

-

lacZ), MA11482 (dppAAGG dppAB::tDNA
sa

-lacZ) et MA11483 (dppAΔrut dppAB::tDNA
sa

-

lacZ). 

 

 Caractérisation de la terminaison Rho-dépendante 1.3.3)

 

1.3.3.1) Constructions des délétions de la région 5’ -UTR de chiP 

Les différentes délétions de la région 5’ -UTR de chiP visant à approcher ou 

supprimer le site rut de chiP du +1 de transcription du gène ont été réalisées en suivant le 

protocole de recombinaison sans cicatrice. Le module tetAR a été amplifié à partir de la 

souche MA3397 avec le couple d’oligonucléotides I74-I75 et insérer dans la 

souche MA10253 contenant la fusion rapportrice chiQ::lacZ. Le module a été remplacé par 

recombinaison dans la souche MA10937 avec les produits de PCR obtenus avec les couples 

d’oligonucléotides L32-L33, L30- L31, M52-M53 et M54-M55 pour produire respectivement 

les souches MA11410 (chiPΔ181), MA11409 (chiPΔ266), MA11552 (chiPΔ282) et 

MA11553 (chiPΔ290). 

1.3.3.2)  Délétion de 1045nt au sein du gène chiP  

La délétion de 1045nt a été effectuée entre le site rut de chiP et la fin du gène en 

suivant le protocole de recombinaison sans cicatrice. Le module tetAR a été amplifié à partir 

de la souche MA3397 avec le couple d’oligonucléotides O37-O38 et insérer dans la 

souche BG221. Par la suite, le module tetAR a été remplacé par recombinaison avec le produit 
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de PCR obtenu avec le couple d’oligonucléotides J23-J49 qui a été inséré dans la 

souche MA11126. La souche ainsi formée porte le numéro MA11144. 

1.3.3.3) Remplacement du site rut cryptique de S. Typhimurium de chiP par celui 

d’E.coli. 

Les différents remplacements du site rut cryptique de S. Typhimurium de chiP par 

celui d’E.coli ont été réalisés en suivant le protocole de recombinaison sans cicatrice. Le 

module tetAR a été amplifié à partir de la souche MA3397 avec le couple 

d’oligonucléotides I76-I77 et insérer dans la souche MA11116. Cette souche est caractérisée 

par une fusion rapportrice chiQ ::lacZ ainsi que par l’allèle chiPAGG inhibant la traduction de 

chiP. Par la suite, le module tetAR a été remplacé par recombinaison avec le produit de PCR 

obtenues avec les couples d’oligonucléotides L28-L29 et K18-K19 pour produire 

respectivement les souches MA11429 (chiP rutEC40) et MA11224 (chiP rutEC119). 

1.3.3.4) Construction de la souche chiPΔ282 rutEC119 chiQ::lacZ 

La délétion de 282nt entre le +1 de transcription de chiP et le site rutEC119 a été 

réalisée en suivant le protocole de recombinaison sans cicatrice. Le module tetAR a été 

amplifié à partir de la souche MA3397 avec le couple d’oligonucléotides C29-I15 et insérer 

dans la souche MA11711. Cette souche est caractérisée par une fusion rapportrice chiQ ::lacZ 

ainsi que par la présence de l’allèle rutEC119 du gène chiP. Par la suite, le module tetAR a été 

remplacé par recombinaison avec le produit de PCR obtenu avec le couple 

d’oligonucléotides N47-N48 pour produire la souche MA11720 (chiPΔ282 rutEc119 

chiQ ::lacZ). 

 

1.3.3.5) Délétion de 1045nt au sein dans le contexte chiP rutEC119 

La délétion de 1045nt a été effectuée entre le site rut de chiP rutEC119 et la fin du 

gène en suivant le protocole de recombinaison sans cicatrice. Le module tetAR a été amplifié 

à partir de la souche MA3397 avec le couple d’oligonucléotides J76-J78 et insérer dans les 

souches MA11711 et MA11738. Par la suite, les modules tetAR ont été remplacés par 

recombinaison avec le produit de PCR obtenues avec le couple d’oligonucléotides J23-J49 

pour produire les souches MA11807 (chiPAGG rutEC119 chiPΔ1045 chiQ::lacZ) et MA11808 

(chiPΔ282 rutEC119 chiPΔ1045 chiQ::lacZ). 
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 Techniques génétiques 2.

 Transduction généralisée 2.1)

P22 est un bactériophage tempéré qui infecte Salmonella en se liant à l’antigène O, 

faisant partie des lipopolysaccharides de la membrane externe. Après l’infection, le 

chromosome de P22 se circularise par recombinaison entre les parties terminales redondantes 

de chaque extrémité de l’ADN phagique. Durant la phase lytique, le génome circulaire de P22 

réalise plusieurs cycles de réplications θ (tetha) puis effectue ensuite des réplications en cercle 

roulant. Ce type de réplication produit de longs concatémères d’ADN doubles brin de P22. 

Ces concatémères sont empaquetés dans la tête du phage par un mécanisme dit « tête 

pleine » : le remplissage est initié à une séquence spécifique de l’ADN nommé site pac, puis 

une nucléase induit une découpe du concatémères tous les 48Kb [481]. Étant donné que la 

taille du génome de P22 est seulement de 44Kb, cela permet la redondance des extrémités 

terminales du phage P22. Cet ADN double brin linéaire est empaqueté dans une nouvelle 

particule virale. Quand la cellule entre en lyse, elle relâche entre 50-100 nouveaux phages. Ils 

existent des séquences dans le chromosome de Salmonella qui sont homologues aux sites pac 

de P22. Quand le phage infecte la bactérie, la nucléase de P22 coupe occasionnellement un de 

ses sites chromosomiques et empaquète un fragment de 48Kb de l’ADN chromosomique dans 

la tête d’un phage P22. Cette particule virale P22 transporte un fragment d’ADN 

chromosomique (particule transductible) et peut injecter cet ADN dans un nouvel hôte. 

L’ADN peut ensuite recombiner dans le chromosome par recombinaison homologue. Afin 

d’augmenter l’efficacité de ce processus, la majorité des laboratoires utilisant la transduction 

par P22 utilise la souche P22 HT105/1 int -201, un mutant de P22 très utile pour réaliser la 

transduction généralisée [482]. Ce phage a une forte fréquence de transduction (FT) à cause 

d’une nucléase ayant une spécificité amoindrie pour les sites pac. Environ 50 % des têtes des 

P22 transportent des fragments aléatoires transductibles d’ADN chromosomique. La mutation 

int empêche la formation de phage lysogène stable. 

 Préparation du lysat transducteur  2.1.1)

P22 est utilisé comme outils de transductions, mais pour ce faire, un lysat transducteur 

doit être réalisé pour pouvoir faire les transductions. La souche à transduire est mise en 

culture jusqu’en phase exponentielle de croissance puis 500µL de cette culture sont ajoutés à 

2.5mL de milieu LB phagique. La culture est poursuivie sur la nuit à 37°c sous agitations. Le 
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matin, les bactéries sont éliminées par une centrifugation de 6min à 4000g et le surnageant est 

stérilisé avec 300µL de chloroforme. 

Milieu LB phagique : 1X milieu LB, 0.02 % glucose, 2 % E50X, 10
E8

 P22/mL 

E50X : 40mM MgSO4, 0.52M Acide citrique, 3,7M KH2PO4, 1M NaNH4HPO4, 0.3 % 

chloroforme 

 Protocole de transduction 2.1.2)

Les lysats de P22 sont utilisés dilué au 1:50, mélangé avec une aliquote venant d’une 

culture de nuit de la souche bactérienne réceptrice à un ratio de 1:2, ce mélange est incubé 

30min à 37°C avant d’être mis sur milieu sélectif. Les colonies transductantes sont purifiées 

par deux passages séquentiels sur milieu sélectif. La non-contamination par le phage des 

transductants est vérifiée par un striage sur boites Evans Blue Uranine [483]. 

 Ingénierie du chromosome 2.2)

 Préparation et transformation de cellules électrocompétentes 2.2.1)

Une culture de bactérie voulant être rendue électrocompétente est mise en culture jusqu’en 

phase exponentielle de croissance dans 3mL de milieu LB. 2mL de cette culture est prélevé 

puis le milieu est retiré par centrifugation pendant 2.5min à 14kg et à une température de 4°C. 

Les bactéries sont ensuite lavées trois fois avec 1,8mL de glycérol 10 % froid. À la fin des 

lavages, le culot est repris dans 50µL de glycérol 10 % froid. Le plasmide voulu est ajouté 

aux bactéries électrocompétentes. Ces dernières sont ensuite immédiatement électroporées au 

moyen d’un MicroPulser™ Electroporator (Bio-rad) en suivant le protocole du fabricant. Les 

bactéries ainsi traitées sont aussitôt diluées dans 1mL de milieu SOCS et mises à récupérer à 

30 ou 37°C suivant le plasmide pendant 1H. Ensuite, elles sont étalées sur boites contenant 

l’antibiotique approprié.  

Milieu SOCS : 50 % milieu stock 2X, 50 % milieu sels 2X  

Milieu Stock 2X : 4 % de bactotryptone, 1 % d’extrait de levure, 0.7 % de glucose 

Milieu Sels 2X : 20mM NaCl, 5mM KCl, 20mM MgCl2, 20mM MgSO4 

 Méthode de recombinaison médiée par λ Red. 2.2.2)

L’ingénierie du chromosome est réalisée par la méthode de recombinaison médiée par λ 

Red en accord avec le protocole de Datsenko et Wanner [464]. Le fragment d’ADN donneur 

est généré par PCR en utilisant soit un plasmide ou soit une matrice d’ADN chromosomique. 
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Les oligonucléotides utilisés comme amorce dans cette étude sont présentés dans l’annexe 2. 

Les fragments d’ADN amplifiés sont électroporés dans la souche appropriée portant le 

plasmide à réplication conditionnelle pKD46, qui possède l’opéron λ Red sous le contrôle du 

promoteur NTAD [464]. Les bactéries ayant pKD46 ont été cultivées à 30°C en présence 

d’ampicilline et mises en présence d’arabinose (0.02 %) pendant 3H avant de les préparer 

suivant le protocole d’électrocompétence λ-red. Les colonies recombinantes sont 

sélectionnées sur milieu LB additionné de l’antibiotique adapté. Les constructions sont 

ensuite vérifiées par PCR et/ou par séquençage de l’ADN.  

2.2.2.1) Préparation et transformation de cellule électrocompétente λ-red 

La préparation de cellule électrocompétente λ-red se réalise à partir d’une culture 

bactérienne ayant poussé toute la nuit dans du LB additionnée de 0.01 % d’ampicilline à 

30°C. Le matin, les bactéries sont mises en culture diluée au 1:100 jusqu’en phase 

exponentielle de croissance dans 35mL de milieu LB additionnée de 0.02 % d’arabinose et de 

0.01 % d’ampicilline à 30°C. La totalité de la culture est centrifugée à 4°C pendant 5min à 

7500rpm. Les bactéries sont lavées par trois lavages avec un volume successif de 35mL, 

17.5mL et 9mL de glycérol 10 % froid dans les mêmes conditions de centrifugation. Le culot 

est finalement repris dans 120µL de glycérol 10 % froid. 5µL de produit de PCR 

préalablement purifié est ajouté à 50µL de bactéries électrocompétentes λ-red. Les bactéries 

sont ensuite immédiatement électroporées au moyen d’un MicroPulser™ Electroporator (Bio-

rad) en suivant le protocole du fabricant. Les bactéries ainsi traitées sont aussitôt diluées dans 

1mL de milieu SOCS et mises à récupérer à 30 ou 37°C suivant les besoins pendant 1H. 

Ensuite, elles sont étalées sur boites adaptées. 

 Variation sur la technique de recombinaison λ Red 2.2.3)

2.2.3.1) Recombinaison sans cicatrice 

La modification sans cicatrice des séquences de l’ADN chromosomique au niveau d’une 

paire de base a été obtenue à partir du protocole de recombinaison en deux étapes [484]. La 

procédure demande : 1) Insérer le module tetAR, produit par PCR, au niveau du site 

chromosomique a modifié et 2) Remplacer le module tetAR par un fragment d’ADN apportant 

le changement escompté en utilisant une sélection positive des recombinants sensible à la 

tétracycline sur milieu Bochner [485]. Précisément, le fragment d’ADN de la seconde étape a 
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été obtenu par PCR en utilisant des amorces contenant une complémentarité du côté 3’ entre 

elles permettant d’initier la synthèse d’un fragment d’ADN. 

Milieu Bochner-Maloy : 5g.L
-1

 Bacto tryptone, 5g.L
-1

 Yeast Extracts, 170mM NaCl, 7mM 

NaH2PO4, 50mg.L
-1

 chlorotetracycline, 0.1mM ZnCl2, 12mg.L
-1

 Acide Fusarique. 

 

 Génération de fusion lacZ dans un site spécifique 2.2.4)

Lors des constructions utilisant les plasmides pKD3, pKD4 et pKD13, la cassette de 

résistance à l’antibiotique est entourée de sites FRT en orientation directe qui permettent de 

l’éliminer par recombinaison entre ces deux sites en présence de la FLP-recombinase. Celle-ci 

est amenée par transformation avec le plasmide pCP20 [479]. Il est alors possible d’intégrer 

les plasmides pCE36, pCE37 ou pCE40 dans le site FRT unique restant pour générer des 

fusions lacZ chromosomiques.  

Les souches dérivées des plasmides mentionnés ci-dessus sont rendues électrocompétentes 

suivant le protocole 2.2.1 et transformées avec le plasmide pCP20. Les cellules 

transformantes sont étalées sur milieu LB additionné d’ampicilline et placé à 30°C. Les 

colonies sont ensuite repiquées sur milieu LB additionné d’ampicilline et milieu LB 

additionné de chloramphénicol et placé à 30°C. Les transformants sensible au 

chloramphénicol sont sélectionnés et rendus électrocompétentes suivant le protocole 2.2.1 et 

transformé avec le plasmide pCE37. Les cellules transformantes sont étalées sur milieu LB 

additionné de kanamycine et placé à 37°C. 
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 Techniques Biochimiques 3.

 Dosage de l’activité β-galactosidase 3.1)

Pour les mesures en phase exponentielle de croissance, une culture de nuit est diluée au 

1:100 et remit en culture jusqu’à une DO600nm ≈ 0.4. À ce moment, 1mL de culture est prélevé, 

centrifugé 1min à 14Kg et le culot est repris dans 1mL de tampon NTS. En phase stationnaire 

de croissance, les mesures sont réalisées à partir d’une culture de nuit dont 1mL est prélevé et 

préparé comme expliqué précédemment. 100µL de bactéries en NTS (Vb) sont prélevés et 

placés dans un tube en verre contenant 900µL de tampon Z. À ce mélange est ajouté 50µL de 

SDS 0.1 % et 100µL de chloroforme puis les tubes sont vortexés pendant 10 secondes. Les 

tubes sont placés dans un bain-marie à 28°C pendant 5 minutes. Le dosage commence par 

l’ajout de 0.2mL d’ortho-Nitrophénol -β-galactoside (ONPG) frais à 4mg.mL
-1

. Le temps zéro 

(t0) de chaque tube est enregistré. Après une coloration jaune suffisante, la réaction est 

stoppée par l’ajout de 0.5mL d’une solution 1M de Na2CO3 et le temps final (tf) est noté. Les 

bactéries sont retirées par centrifugation et le surnageant est utilisé pour lire la DO à 420nm. 

L’activité β-galactosidase est calculée comme suit : 
1000 𝑥 𝐷𝑂420𝑛𝑚

(𝑡𝑓−𝑡0)𝑥 𝑉𝑏 𝑥 𝐷𝑂600𝑛𝑚
 [486]. 

Tampon NTS 10X pH7.4 : 1.4M NaCl, 27mM KCl, 80mM Na2HPO4, 20mM KH2PO4 

Tampon Z : 60mM Na2HPO4, 40mM NaH2PO4, 10mM KCl, 1mM MgSO4, 50mM β-

mercaptoéthanol. 

 

 Techniques de Biologie Moléculaire 4.

 Extraction d’ARN 4.1)

Les ARN totaux sont extraits en phase exponentielle de croissance suivant la méthode dite 

du phénol chaud adapté du protocole de [487]. 2mL d’une culture de nuit ou 4mL d’une 

culture bactérienne en phase exponentielle de croissance (DO600nm= 0.35) sont centrifugés et 

le culot est repris dans 600µL de tampon REB. Les bactéries sont mélangées à 600µL de 

phénol acide chauffé à 65°C et mélangé 5min à 1700rpm et 65°C dans un thermomixer 

(Eppendorf) puis placé 5min dans la glace. Le tube est ensuite centrifugé 3min à 14kg et le 

surnageant est placé dans 550µL de tampon PCI. Ce mix est mélangé 3min à 1700rpm puis 

incubé 3min dans la glace. Il est à nouveau centrifugé 3min à 14kg et le surnageant est 
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mélangé à 500µL de chloroforme pendant 2min à 1700rpm. Le mix est incubé 3min dans la 

glace puis centrifugées 3min à 14kg. Le surnageant est mélangé à 1/10 de son volume d’acide 

acétique 3M pH4.8 puis 2.5 volumes d’éthanol 95 % froid est incorporé au mix. Après une 

incubation d’une nuit à -20°C, les ARN sont centrifugés à 14kg pendant 15min à 4°C. Le 

culot est séché 10min à l’aide d’un speedvac (Eppendorf) puis repris dans 15µL d’eau pure. 

Les ARN totaux sont finalement quantifiés à l’aide du NanoDrop 2000 (ThermoFisher).  

Tampon REB : 20mM Acétate de Sodium pH5.0 et 10 % Saccharose. 

Tampon PCI : 50 % Phénol, 48 % chloroforme et 2 % Acide isoamylique. 

 Analyse des ARN par Northern Blot. 4.2)

Les ARNs totaux sont analysés par la technique de Northern Blot en conditions 

dénaturantes. L’étude des petits ARN régulateurs, de l’ARNt
S.aureus 

et des ARNm-mini se fait 

à l’aide de gel de polyacrylamides et celle des ARNm se fait à l’aide de gel d’agarose. 

L’analyse des petits ARN se fait dans un gel de polyacrylamide 8 % – Urée 8M dans un 

tampon TBE 1X. 10mg d’ARN totaux sont mélangés à un ratio 2 : 1 avec du bleu ARN III 

puis chauffé 3’ à 55°C avant d’être chargé sur gel. La migration est réalisée à 380V dans du 

tampon TBE 1X pendant un temps adapté à la taille des ARN. Les ARN sont ensuite 

transférés sur une membrane Hybond-N+ (Amersham) dans des conditions semi-sec à l’aide 

du TransBlot SD (Bio-Rad). Ce transfert s’effectue dans du tampon TBE 0.5X pendant 1H 

avec à une intensité adaptée. L’analyse des ARNm se fait à l’aide d’un gel d’agarose 1.3 % – 

Formaldéhyde 2.2M dans du tampon MOPS 1X. 10mg d’ARN totaux sont mélangés à un 

ratio 1 : 2 avec du bleu ARN II puis chauffé 3’ à 55°C avant d’être chargé sur gel. Le transfert 

de ces ARN se fait sur une membrane Hybond-N+ en utilisant une machine de transfert sous 

vide (Boekel/Appligene) à l’aide de tampon SSC 10X pendant 1H. Les ARN sont ensuite 

crosslinkés à la membrane par des radiations UV en utilisant le Stratalinker 2400 (Stratagene) 

en suivant les recommandations du constructeur. Les membranes sont placées dans un tube à 

hybrider, préhybridés 30min dans le tampon d’hybridation des oligonucléotides (Ambion) à 

45-50 °C dans un four à hybrider () et finalement hybridés avec des oligonucléotides 

radiomarqués (Tableau 2) dans ce même tampon en suivant le protocole fournit par Ambion. 

Après une nuit à hybrider, la membrane est ensuite lavée avec 30mL de tampon de lavage et 

cette étape est répétée quatre fois. La membrane est mise en contact avec un écran 

amplificateur de signal dans l’obscurité puis après une exposition suffisante, cet écran est 
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révélé à l’aide du phosphoimager Storm (GE Healthcare). Les ARN sont ensuite quantifiés à 

l’aide du logiciel ImagQuant. 

Tampon TBE 10X : 0.9M Tris, 0.9M Acide Borique, 20mM EDTA 

Tampon MOPS 10X : 0.2M MOPS pH 7.0, 80mM d’acétate de sodium, 10mM EDTA pH8.0 

Tampon SSC 20X : 3M NaCl, 0.3M Citrate de Sodium 

Tampon de lavage : 2X SSC, 0.5 % SDS 

Tampon de charge Blue ARN II : 71 % Formamide, 7 % Formaldéhyde, 7 % MOPS 10X, 

15 % Blue ADN II. 

 Radiomarquage des oligonucléotides. 4.3)

Les oligonucléotides déphosphorylés sont radiomarqués à leur extrémité 5’ en présence de 

10U de T4 polynucléotide Kinase (New England Biolabs) et 30µCi de [γ-32P] -ATP 

(3 000 mCi.mmol
-1

, amersham) pendant 1H à 37°C dans 10µL. Après marquage, 40µL d’eau 

est rajouté au mix et le tout est centrifugé dans des colonnes chromatographiques Micro-Bio 

Spin 6 (Bio-Rad) afin d’éliminer les nucléotides radioactifs non incorporés. 

 Transcription et radiomarquage in vitro d’ARN. 4.4)

Les matrices pour les transcriptions in vitro sont réalisées à partir de produit de PCR 

utilisant des amorces ajoutant le promoteur de la T7 polymérase en amont de la séquence à 

transcrire. Les amorces utilisées sont listées dans la Tableau et . Les produits de PCR sont 

ensuite dosés au nanodrop. 500mM d’ADN matrice est rajouté au mix de transcription ou au 

mix de transcription radioactif pour un volume final de 20µL. Ce dernier est incubé, 3H30 à 

37°C puis 20µL de Blue ARN III est ajoutée, et le tout est mis à incuber 3min à 65°C. Le 

mélange de transcription est purifié sur gel de polyacrylamide 8 % - 8M Urée dans des 

conditions dénaturantes à 380V pendant un temps adaptés. L’ARN synthétisé non radioactif 

est observé sur gel à l’aide de la technique de l’UV Shadowing [488]. Cette technique 

consiste à placer le gel de polyacrylamide entre une plaque de chromatographie sur couche 

mince préparée préalablement pour être fluorescente aux UV et une lampe UV à 360nm de 

longueur d’onde. Les ARN présents dans le gel vont absorber une partie des UV émis par la 

lampe et ainsi former une ombre sur la plaque CCM. Les ARN radioactifs sont quant à eux 

révélés en exposant la membrane à un écran amplificateur de signal pendant 2min puis en 

révélant cet écran au phosphoimager. Les ARN ainsi identifiés sont découpés du gel et la 

bande est placée dans 650µL tampons d’élution et le tout est mis à incuber 1H à 65°c à 
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1000rpm au thermomixer. Le tube est centrifugé et le surnageant est mélangé à 600µL de 

Phénol acide, mélanger 1min à 1700rpm puis centrifugé 5min à 14kg. Le surnageant est 

ensuite mélangé à 550µL de tampon PCI, mélangé 1min à 1700rpm et centrifugé 5min à 

14kg. Le surnageant est ensuite placé dans 500µL de chloroforme, à nouveau mélangé 1min à 

1700rpm et centrifugé 5min à 14kg. Enfin le surnageant est mélangé à 1/10 de son volume 

d’acide acétique 3M pH4.8 puis 2.5 volumes d’éthanol 95 % froid est incorporé au mix. 

Après une incubation d’une nuit à -20°C, les ARN sont centrifugés à 14kg pendant 15min à 

4°C. Le culot est séché 10min à l’aide d’un speedvac (Eppendorf) puis repris dans 15µL d’eau 

pure. Les ARN totaux sont finalement quantifiés à l’aide du NanoDrop 2000 (ThermoFisher). 

Mix de transcription : 1X Tampon T7 polymérase, 1mM ATP, 1mM CTP, 1mM GTP, 1mM 

UTP, 5mM DTT, XU T7 polymérase (ThermoFisher). 

Mix de transcription radioactif : 1X Tampon T7 polymérase, 1mM ATP, 1mM CTP, 1mM 

GTP, 0.1mM UTP, 0.05 mM UTP
α-32P 

(3 000 mCi.mmol
-1

), 5mM DTT, 20U T7 polymérase 

(ThermoFisher). 

Tampon Elution : 0.5M Acétate de Sodium pH5.0, 1mM EDTA, 0.2 % SDS 

 Expérience d’interaction ARN : ARN in vitro en retard sur gel  4.5)

Les ARN sont, dans un premier temps, dénaturés à 85°C pendant 2min puis placer à 

incuber 10min à température et 10min dans la glace afin de refaire leurs repliements. Dans de 

l’analyse des interactions ARN : Hfq, 1µL d’ARN transcrit in vitro et radiomarqué replié à 

une concentration de 2.5nM est mélangé à 8µL de tampon d’interaction GOD puis 1µL d’eau 

ou 1µL de protéine Hfq à concentration variable est ajouté au mix. Lors de l’analyse des 

interactions ARN : ARN, le même protocole de préparation des ARN est utilisé, mais les 

ARN transcrits in vitro sont à 10nM de concentration. Le mélange ARN : eau, ARN : ARN, 

ARN : Hfq est ensuite mis à incuber 20min à 30°C puis 5µL de Ficoll 12 % est ajouté au 

mélange comme tampon de charge. L’ensemble est ensuite chargé très délicatement dans un 

gel de polyacrylamide 6 % en condition native dans du TBE 1X. Les échantillons migrent 

pendant 2H30 à 200V et à 4°C dans du TBE 1X. Le gel est ensuite séché à 75°C pendant 

30min sur un papier Wattman dans un sécheur de gel. Le gel séché est entouré de film safran 

puis mis en contact avec un écran amplificateur de signal dans l’obscurité. Après une 

exposition suffisante, cet écran est révélé à l’aide du phosphoimager Storm (GE Healthcare) 

et les ARN sont ensuite quantifiés à l’aide du logiciel ImagQuant. 

Tampon d’interaction GOD : 25 % Tampon EMSA 5X, 0.2µg ARNt de levure (Ambion) 
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Tampon EMSA 5X : 200mM Tris-HCl pH8.0, 0.75M KCl, 25mM MgCl2, 1mM DTT, 10 % 

Glycérol, 0.25 % BSA 

 Expérience d’interaction ARN : Hfq : ARN in vitro en retard sur 4.6)

gel  

Les ARN sont, dans un premier temps, dénaturés à 85°C pendant 2min puis placer à 

incuber 10min à température et 10min dans la glace afin de refaire leurs repliements. 1µL 

d’ARN transcrit in vitro radiomarqué à 10nM est ajouté à 5.5µL de tampon d’interaction 

GOD auquel on rajoute 1µL d’eau ou 1µL de protéine Hfq à 0.5µM. Ce mélange est mis à 

incuber 5min à 30°C pour former le complexe ARN : Hfq puis 1µL d’eau ou 1µL du second 

ARN non marqué est ajouté à des concentrations croissantes. Le mélange ARN : Hfq : ARN 

est ensuite mis à incuber 20min à 30°C puis 5µL de Ficoll 12 % est ajoutés au mélange 

comme tampon de charge. L’ensemble est ensuite chargé très délicatement dans un gel de 

polyacrylamide 6 % en condition native dans du TBE 1X. Les échantillons migrent pendant 

2H30 à 200V et à 4°C dans du TBE 1X. Le gel est ensuite séché à 75°C pendant 30min sur un 

papier Wattman dans un sécheur de gel. Le gel séché est entouré de film safran puis mis en 

contact avec un écran amplificateur de signal dans l’obscurité. Après une exposition 

suffisante, cet écran est révélé à l’aide du phosphoimager Storm (GE Healthcare) et les ARN 

sont ensuite quantifiés à l’aide du logiciel ImagQuant. 
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 Annexe 1 : Structure des ARNm 1.

chimères 

 

 

 

 

  

 

Figure 55 : Structure secondaire des séquences 5’UTR des ARNm chimères dérivés de l’ARNm chiP. 

Représentation schématiques des ARNm chimères chiPA, chiNT et chiPK dérivés de l’ARNm chiP. La 

séquence d’appariement d’Hfq sur chiP est représentée en orange. Les séquences d’interactions des ARNm 

chiP, dppA, sodB et yifK avec leurs petits ARN régulateurs respectif sont représentés en orange claire, 

marron claire, bleu et vert respectivement. L’AUG initiateur est souligné en vert. 

chiP

chiPA

chiPB

chiPK
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Figure 56 : Structure secondaire des séquences 5’UTR des ARNm chimères dérivés de l’ARNm 

yifK. 

Représentation schématiques des ARNm chimères yifKP1, yifKP2, yifKP4, yifKP5, yifKB et yifKN 

dérivés de l’ARNm yifK. Les séquences d’appariements d’Hfq sur yifK et chiP sont représentées en vert 

et en orange respectivement. Les séquences d’interactions des ARNm yifK, chiP, sodB et iroN avec 

leurs petits ARN régulateurs respectif sont représentés en vert, orange claire, bleu et violet 

respectivement. L’AUG initiateur est souligné en vert. 

 



 

275 

 

 Annexe 2 : Structure des petits ARN 2.

régulateurs chimériques. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : Structure secondaire des séquences des petits ARN régulateurs chimères dérivés de ChiX. 

Représentation schématiques des petits ARN régulateurs chimères ChiXG et ChiXR dérivés du petit ARN 

régulateur ChiX. La séquence d’appariement d’Hfq sur ChiX est représentée en orange. Les séquences 

d’interactions des petits ARN régulateurs ChiX, GcvB et RyhB avec leurs ARNm cibles respectif sont 

représentés en rouge, bleu et vert respectivement.  
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Figure 58 : Structure secondaire des séquences des petits ARN régulateurs chimères dérivés de GcvB. 

Représentation schématiques des petits ARN régulateurs chimères GcvBX et GcvBB dérivés du petit ARN 

régulateur GcvB. Les séquences d’interactions des petits ARN régulateurs GcvB, ChiX et RyhB avec leurs 

ARNm cibles respectif sont représentés en bleu, rouge et vert respectivement.  
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Figure 59 : Structure secondaire des séquences des petits ARN régulateurs chimères dérivés de 

RyhB. 

Représentation schématiques des petits ARN régulateurs chimères RyhBX et RyhBB dérivés du petit 

ARN régulateur RyhB. La séquence d’appariement d’Hfq sur ChiX est représentée en violet. Les 

séquences d’interactions des petits ARN régulateurs RyhB, ChiX et GcvB avec leurs ARNm cibles 

respectif sont représentés en vert, rouge et bleu respectivement.  

RyhB

RyhBB
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 Annexe 3 : Liste des souches et leurs 3.

génotypes par thématique 

Étude de la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs : Rôle des sites de fixation d’Hfq sur 

les ARNs et du domaine C-terminal d’Hfq. 

Souche Génotype 
Source ou 
 référence 

MA3397 sbcE21 zfh-8157::Tn10dTc [480] 

MA3409 Gifsy-1[-] [480] 

MA7455 Gifsy-1[-] / pKD46 [314] 

MA8020 Gifsy-1[-] yifK87::MudK [314] 

MA8933 Gifsy-1[-] Δ[chiX-ybaP]::cat [28] 

MA9132 Gifsy-1[-] chiP::lacZ [28] 

MA9184 Gifsy-1[-] chiP::lacZ Δ[chiX-ybaP]::cat [28] 

MA9980 Gifsy-1[-] Δfur::tetAR [35] 

MA10115 Gifsy-1[-] chiP::lacZ / pKD46   

MA10163 Gifsy-1[-] ΔryhB2::spec [35] 

MA10171  Gifsy-1[-] ΔryhB1::cat ΔryhB2::spec Δfur::tetAR [35] 

MA10241 Gifsy-1[-] ΔGcvB::cat [32] 

MA10242 Gifsy-1[-] ΔGcvB::spec [32] 

MA10377 Gifsy-1[-] yifK87::MudK  ΔGcvB::cat [32] 

MA10559 Gifsy-1[-] yifK::tetAR yifK87::MudK / pKD46   

MA10631 Gifsy-1[-] chiPAGG chiQ::pCE40 Δhfq::cat   

MA10714 Gifsy-1[-] Hfq-cat   

MA10894 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB1::cat ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

MA11226 Gifsy-1[-] hfqΔ70-102-cat   

MA11231 Gifsy-1[-] hfq-3xFLAG-cat   

MA11244  Gifsy-1[-] hfqΔ70-98-cat   

MA11398 Gifsy-1[-] gcvBB   

MA11399 Gifsy-1[-] ChiXG   

MA11400 Gifsy-1[-] ChiXR   

MA11436 Gifsy-1[-] chiP::tetAR chiP::lacZ / pKD46 [475] 
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MA11437 Gifsy-1[-] chiPK::lacZ    

MA11438 Gifsy-1[-] chiPA::lacZ    

MA11439 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ    

MA11448 Gifsy-1[-] chiPK::lacZ ChiXG   

MA11449 Gifsy-1[-] chiPA::lacZ ChiXG   

MA11451 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ Δfur::tetAR   

MA11452 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ChiXR Δfur::tetAR   

MA11453 Gifsy-1[-] sodB::lacZ gcvBB Δfur::tetAR   

MA11454 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ ChiXR   

MA11456 Gifsy-1[-] chiPK::lacZ  ΔGcvB::cat   

MA11457 Gifsy-1[-] chiPA::lacZ  ΔGcvB::cat   

MA11458 Gifsy-1[-] chiPK::lacZ ChiXG ΔGcvB::cat   

MA11459 Gifsy-1[-] chiPA::lacZ ChiXG ΔGcvB::cat   

MA11612 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ Δfur::tetAR ΔryhB1::cat   

MA11615 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ ChiXR ΔryhB1::cat Δfur::tetAR   

MA11619 Gifsy-1[-] gcvBX   

MA11665 Gifsy-1[-] ΔryhB2::spec /pKD46   

MA11666 Gifsy-1[-] ΔryhB2::spec ryhB::tetAR /pKD46   

MA11682 Gifsy-1[-] ΔryhB2::spec ryhBB   

MA11685 Gifsy-1[-] ryhBB ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

MA11686 Gifsy-1[-] ryhBB ΔryhB2::spec Δfur::tetAR yifK87::MudK    

MA11689 Gifsy-1[-]ryhBX ΔryhB2::spec    

MA11694 Gifsy-1[-] ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

MA11695 Gifsy-1[-] yifK87::MudK  ΔryhB2::spec ryhBB Δfur::tetAR  ΔGcvB::cat   

MA11707 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

MA11844 Gifsy-1[-] dppA::lacZ   

MA11846 Gifsy-1[-] dppA::lacZ ∆gcvB::cat   

MA11948 Gifsy-1[-] chiX::tetAR    

BG115 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ChiXR ΔryhB1::cat Δfur::tetAR   

BG116 Gifsy-1[-] sodB::lacZ gcvBB ΔryhB1::cat Δfur::tetAR   

BG117 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ ChiXR ΔryhB1::cat   

BG145 Gifsy-1[-] chiPK::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG146 Gifsy-1[-] chiPK::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat ΔGcvB::spec   
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BG148 Gifsy-1[-] chiPA::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG149 Gifsy-1[-] chiPA::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat ΔGcvB::spec   

BG153 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ ChiXR Δfur::tetAR  

BG170 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG171 Gifsy-1[-] chiP::lacZ gcvBX   

BG172 Gifsy-1[-] yifK87::MudK  ChiXG   

BG173 Gifsy-1[-] chiP::lacZ  gcvBX Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG174 Gifsy-1[-] yifK87::MudK  ChiXG ΔGcvB::cat   

BG181 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ ΔryhB2::spec  Δfur::tetAR   

BG183 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ Δfur::tetAR ΔryhB1::cat ΔryhB2::spec    

BG185 Gifsy-1[-] chiPB::lacZ ChiXR Δfur::tetAR ΔryhB1::cat ΔryhB2::spec   

BG186 Gifsy-1[-] sodB::lacZ gcvBB ΔryhB1::cat ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

BG187 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ChiXR ΔryhB1::cat ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

BG188 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

BG192 Gifsy-1[-] dppA::lacZ ChiXG   

BG193 Gifsy-1[-] dppA::lacZ ryhBB ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

BG194 Gifsy-1[-] dppA::lacZ ChiXG ∆gcvB::cat   

BG195 Gifsy-1[-] dppA::lacZ ryhBB ΔryhB2::spec Δfur::tetAR ∆gcvB::cat   

BG211 Gifsy-1[-] gcvBX Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG212 Gifsy-1[-] ΔryhB2::spec ryhBX Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG220 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ    

BG233 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ  / pKD46  

BG234 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ  yifKP1 ::tetAR / pKD46  

BG236 Gifsy-1[-] yifKP4::lacZ   

BG237 Gifsy-1[-] yifKP2 ::lacZ  

BG248 Gifsy-1[-] yifKP4::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG249 Gifsy-1[-] yifKP4::lacZ  gcvBX Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG253 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ  / pKD46   

BG254 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ  yifKP2::tetAR / pKD46   

BG255 Gifsy-1[-] yifKP5::lacZ    

BG258 Gifsy-1[-] yifKP5::lacZ  Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG259 Gifsy-1[-] yifKP5::lacZ  gcvBX Δ[chiX-ybaP]::cat   

BG270 Gifsy-1[-] yifKP4::lacZ  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar  
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BG271 Gifsy-1[-] yifKP5::lacZ  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar  

BG275 Gifsy-1[-] chiP::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR   

BG295 Gifsy-1[-] yifKB::lacZ   

BG353 Gifsy-1[-] yifKB::lacZ Δfur::tetAR   

BG357 Gifsy-1[-] yifKB::lacZ Δfur::tetAR ΔryhB2::spec   

BG435 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ  ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar    

BG452 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec  Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar    

BG618 Gifsy-1[-] YifKP1::lacZ gcvBX  Δ[chiX-ybaP]::scar   

BG619 Gifsy-1[-] YifKP2::lacZ gcvBX  Δ[chiX-ybaP]::scar   

BG620 
Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-
102-FLAG-cat  

BG621 
Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-
102-3xFLAG-cat  

BG622 
Gifsy-1[-]  yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-
102-FLAG-cat 

  

BG623 
Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ ryhBX ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-
102-3xFLAG-cat 

  

BG648 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG649 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   

BG650 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG651 Gifsy-1[-] YifKP2::lacZ hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   

BG652 Gifsy-1[-] yifKP1::lacZ GcvBX  Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG653 Gifsy-1[-] yfKP1::lacZ GcvBX  Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   

BG654 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ GcvBX  Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG655 Gifsy-1[-] yifKP2::lacZ GcvBX  Δ[chiX-ybaP]::scar hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   

BG657 Gifsy-1[-] chiP::lacZ  Δhfq::cat   

BG662 Gifsy-1[-] chiP::lacZ   hfqΔ70-102-cat   

BG663 Gifsy-1[-] chiP::lacZ   hfqΔ70-98-cat   

BG664 Gifsy-1[-] chiP::lacZ  hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG665 Gifsy-1[-] chiP::lacZ  hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   

BG667 Gifsy-1[-] yifK87::MudK  Δhfq::cat   

BG672 Gifsy-1[-] yifK87::MudK hfqΔ70-102-cat   

BG673 Gifsy-1[-] yifK87::MudK hfqΔ70-98-cat   

BG674 Gifsy-1[-]  yifK87::MudK hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG675 Gifsy-1[-] yifK87::MudK hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   
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BG677 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR Δhfq::cat   

BG682 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR hfqΔ70-102-cat   

BG683 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR hfqΔ70-98-cat   

BG684 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR hfqΔ70-102-FLAG-cat   

BG685 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ΔryhB2::spec Δfur::tetAR hfqΔ70-102-3xFLAG-cat   

YQ058 Gifsy-1[-] yifK::tetAR (G44-G45) yifK87::MudK 143   

YQ352 Gifsy-1[-] gcvB::tetAR    

YQ361 Gifsy-1[-] sodB::lacZ ChiXR   

YQ362 Gifsy-1[-] sodB::lacZ gcvBB   

 

La répression de l’opéron dppABCDF de S. Typhimurium par GcvB implique-t-elle un mécanisme de 

polarité Rho-dépendant ? 

Souche Génotype 
Source ou 
référence 

MA3397 sbcE21 zfh-8157::Tn10dTc [480] 

MA7455 Gifsy-1[-]  [314] 

MA9848 Gifsy-1[-] hisG9648::Tn5 rhlBWT-Tpop rho-Y80C [306] 

MA10241 Gifsy-1[-] ΔGcvB::cat [32] 

MA11182 Gifsy-1[-] chiP::tDNAsa-cat [306] 

MA11251 Gifsy-1[-] dppAB::tDNAsa-cat  

MA11407 Gifsy-1[-] dppA::tetAR(L18-19) dppAB::tDNAsa-cat / pKD46  

MA11408 Gifsy-1[-] dppA::tetAR(L22-L23) dppAB::tDNAsa-cat / pKD46  

MA11411 Gifsy-1[-] dppAAGG dppAB::tDNAsa-cat  

MA11412 Gifsy-1[-] dppAΔrut dppAB::tDNAsa-cat  

MA11481 Gifsy-1[-] dppAB::tDNAsa-lacZ   

MA11482 Gifsy-1[-] dppAAGG dppAB::tDNAsa-lacZ   

MA11483 Gifsy-1[-] dppAΔrut dppAB::tDNAsa-lacZ   

MA11490 Gifsy-1[-] dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rho-Y80C  

MA11491 Gifsy-1[-] dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rhoWT  

MA11492 Gifsy-1[-] dppAAGG dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rho-Y80C  

MA11493 Gifsy-1[-] dppAAGG dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rhoWT  

MA11494 Gifsy-1[-] dppAΔrut dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rho-Y80C  

MA11495 Gifsy-1[-] dppAΔrut dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rhoWT  
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MA11499 Gifsy-1[-] dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rho-WT ΔGcvB::cat  

MA11503 Gifsy-1[-] dppAΔrut dppAB::tDNAsa-lacZ rhlBWT-Tpop rhoWT ΔGcvB::cat  

 

Caractérisation de la terminaison Rho-dépendante 

Souche Génotype 
Source ou  
référence 

MA3409 Gifsy-1[-] [480] 

MA7455 Gifsy-1[-] /pKD46 [314] 

MA9655 Gifsy-1[-] chiQ::lacZ  [28] 

MA9848 Gifsy-1[-] hisG9648::Tn5 rhlBWT-Tpop Rho-Y80C [306] 

MA9860 Gifsy-1[-] chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-G63D [306] 

MA10580 Gifsy-1[-] DEL[chiP]29-30::Tn10dTc chiQ::lacZ  
 

MA10608 Gifsy-1[-] chiPAGG chiQ::lacZ  [306] 

MA10634 Gifsy-1[-] chiPAGG chiQ::lacZ  rhlBWT-Tpop Rho-G63D [306] 

MA10769 Gifsy-1[-] chiPAGG chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C [306] 

MA10937 Gifsy-1[-] chiP::tetAR chiQ::lacZ / pKD46 [306] 

MA11116 Gifsy-1[-] chiPAGG  chiQ::lacZ  [306] 

MA11126 Gifsy-1[-] chiPAGG  chiP::tetAR chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11144 Gifsy-1[-] chiPAGG chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11158 Gifsy-1[-] chiPAGG chiQ::lacZ NusG-174fs-cat  [306] 

MA11161 Gifsy-1[-] chiPAGG chiQ::lacZ nusG6-cat  [306] 

MA11206 Gifsy-1[-] chiPAGG tetAR I76-D18 chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11224 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEc119 chiQ::lacZ  
 

MA11262 Gifsy-1[-] chiPAGGrutEc119 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11264 Gifsy-1[-] chiPAGGrutEc119 chiQ::lacZ IG[rhlB-trxA]::Tn5-Tpop Rho-G63D 
 

MA11265 Gifsy-1[-] chiPAGGrutEc119 chiQ::lacZ NusG-174fs -cat 
 

MA11267 Gifsy-1[-] chiPAGGrutEc119 chiQ::lacZ NusG-V162D -cat 
 

MA11278  Gifsy-1[-] chiPAGGrutEc119 chiQ::lacZ NusG-WT -cat 
 

MA11409 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11410 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11413 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11414 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-WT 
 

MA11415 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiQ::lacZ  rhlBWT-Tpop Rho-G63D 
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MA11416 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiQ::lacZ  NusG-174fs -cat  
 

MA11417 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiQ::lacZ  NusG-V162D -cat  
 

MA11418 Gifsy-1[-] chiPΔ266  chiQ::lacZ  NusGWT -cat  
 

MA11419 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11420 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-WT 
 

MA11421 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-G63D 
 

MA11422 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ NusG-174fs -cat  
 

MA11423 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ NusG-V162D -cat  
 

MA11424 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiQ::lacZ NusGWT -cat  
 

MA11429 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ  
 

MA11430 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11431 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop RhoWT 
 

MA11432 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-G63D 
 

MA11433 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ NusG-174fs -cat  
 

MA11434 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ NusG-V162D -cat  
 

MA11435 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEC40 chiQ::lacZ nusGWT -cat  
 

MA11442 Gifsy-1[-] chiPAGG chiP::tetAR (I76-77) chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11552 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ  
 

MA11553 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ  
 

MA11574 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-WT 
 

MA11575 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11576 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-G63D 
 

MA11577 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ NusGWT-cat 
 

MA11578 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11579 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiQ::lacZ NusG-V162D-cat 
 

MA11580 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-WT 
 

MA11581 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11582 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-G63D 
 

MA11583 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ NusGWT-cat 
 

MA11584 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11585 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiQ::lacZ NusG-V162D-cat 
 

MA11710 Gifsy-1[-] chiPAGG chiPΔ1045 chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11711 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEc119 chiQ::lacZ / pKD46 
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MA11712 Gifsy-1[-] chiP29-15::tetAR chiPΔ1045 chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11713 Gifsy-1[-] chiPAGG chiP::tetAR(C29-I15) rutEc119 chiQ::lacZ  / pKD46 
 

MA11718 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11718 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11719 Gifsy-1[-] chiPΔ290 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11720 Gifsy-1[-] chiPΔ282 rutEc119 chiQ::lacZ  
 

MA11738 Gifsy-1[-] chiPΔ282 rutEc119 chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11767 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEc119 chiP::tetAR (J76-J78) chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11768 Gifsy-1[-] chiPΔ282 rutEc119 chiP::tetAR (J76-J78) chiQ::lacZ / pKD46 
 

MA11807 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEc119 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11808 Gifsy-1[-] chiPΔ282 rutEc119 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11828 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11829 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiPΔ1045 chiQ::lacZ  
 

MA11830 Gifsy-1[-] chiPAGG chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11830 Gifsy-1[-] chiPAGG chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11831 Gifsy-1[-] chiPΔ282 chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11831 Gifsy-1[-] chiPΔ282chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11833 Gifsy-1[-] chiPAGG rutEc119 chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11834 Gifsy-1[-] chiPΔ282 rutEc119 chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11835 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11836 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiPΔ1045 chiQ::lacZ NusG-174fs-cat 
 

MA11837 Gifsy-1[-] chiPAGG chiPΔ1045 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11838 Gifsy-1[-] chiPΔ282chiPΔ1045 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11842 Gifsy-1[-] chiPΔ266 chiPΔ1045 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

MA11843 Gifsy-1[-] chiPΔ181 chiPΔ1045 chiQ::lacZ rhlBWT-Tpop Rho-Y80C 
 

 

 



 

287 

 

 Annexe 4 : Liste des oligonucléotides 4.

par thématique 

Etude de la régulation des ARNm par les petits ARN régulateurs : Rôle des sites de fixation 
d’Hfq sur les ARNs et du domaine C-terminal d’Hfq. 

pp841 GACTTGCCTTCCATCCGTTG 

pp934 TTCCCAGTCACGACGTTGTA 

pp965 CTGCGGGTGTCATAACGTTC 

pp967 CCCGGACTATGGCATTGATT 

pp972 CCCACCAGCAGTCGAATGTA 

ppB10 ACACTACCATCGGCGCTACG 

ppC19 ATGAAATTAATACGACTCACTATAGGATCCGAAGCGAAAGCGTCGGGATAAT 

ppC20 AAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCCGTCAAAGAGGAATTTC 

ppE17 TGCTTTCAGGTTCTCCGTAGGGGTTCCCCTGAATGCAAGG 

ppE97 GCCTCGTCCTGCAGTTCATT 

ppF19 TGCTCGCGTAAAGCTCAAAT  

ppF20 CGCAAACTGGCTACGATGAA  

ppF31 CACGGGTCGGTAGTAGTCAA  

ppF45 CGTGGTGCGTTCAATACGTA 

ppF62 CGCCCATTTCAGCGTACT 

ppF79 CGCCCGGTAGTGATCTTATT 

ppF80 CGGTTCAGCGTGGCGTATCA  

ppG44 AATCGATGTACCCATAACAATAACCGGTACTACCGGAACCTTAAGACCCACTTTCACATT  

ppG45 ACGCTGTAGCTCCGGTTTTTTCTCTGCCATAAATCCTCATCTAAGCACTTGTCTCCTG  

ppH80 ATTATCCGACGCCCCCGACATGGATAAACAGCGCGTGAACTGTGTAGGCTGGAGCTGCTT 

ppJ01 GAAATTAATACGACTCACTATAGGACTTCCTGAGCCGGAACG 

ppJ03 AGACAGGGTAAATGTACAGGAAGTG 

ppK27 TTCTACTGTTGTCCCGTCTCGCCCGGTTTCCCATCACAGCAGCGAAGAGACTGAATAAGTTCCCA  

ppK28 TTCTACTGTTGTCCCGTCTCGCCCGGTTTCCCATCACAGCTAAGTTCCATGGTCCATATGAATATC 

ppK90 ATTCAGGGGAACCCCTACGGAGAACCTGAAAGCACGACATTAAGACCCACTTTCACATT 

ppK91 AAACCCAAAAAAAAAGCCAGCAAAAGCTGGCCAAAATAATACTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppL01 GATCCGAAGCGAAAGCGTCGGGATAATAATAACGATGAAATTGTGATGTTGTGTTGTTGTGTTTGC 

ppL02 AAATATTGAAATAAAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCATTGCAAACACAACAACACAACATCAC 

ppL05 GATCCGAAGCGAAAGCGTCGGGATAATAATAACGATGAAATGACATTGCTCACATTGCTTCCAGG  

ppL06 AAATATTGAAATAAAAAAATGGCCAATATCGCTATTGGCCCTGGAAGCAATGTGAGCAATG  

ppL09 TTTATCGGAATGCGTGTTCTGATGGGCTTTTGGCTTACGGGACATTGCTCACATTGCTTCCAGTG  

ppL10 AAAAGGGTAGTCTCGCTACCGTGGTCTGAATCGCAGACCACTGGAAGCAATGTGAGCAATG  

ppL11 CATCGTTATTATTATCCCGACGCTTTCGCTTCGGATC 

ppL13 CCCATCAGAACACGCATTCCGATAAAACTTTTCGTTCCGGCTCA 

ppL36 TTATTTTTTCGCTGTTCGCTTTTGTCGGCAGCAATTTATACCGTTGCAAACACGACATGAGG 

ppL37 CAGGTCGACGGATCCTACGTTTGCCACTAAACGTACGCATAAATCCTCATGTCGTGTTTGCAACGG 

ppL38 TTATTTTTTCGCTGTTCGCTTTTGTCGGCAGCAATTTATAACAACATACATCACAATTGGAGCAG  

ppL39 CAGGTCGACGGATCCTACGTTTGCCACTAAACGTACGCATTCTTCTGCTCCAATTGTGATGTATG  
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ppL40 TTTATTTTTTCGCTGTTCGCTTTTGTCGGCAGCAATTTATATAAGGAGAGAAGCAATGTCTAC  

ppL41 AACTGCAGGTCGACGGATCCTACGTTTGCCACTAAACGTAGACATTGCTTCTCTCC  

ppL44 TCGCTGTTCGCTTTTGTCGGCAGCAATTTATACGTCAAAGTTAAGACCCACTTTCACATT 

ppL45 ACGGATCCTACGTTTGCCACTAAACGTACGCATAAGTTAATCCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppM31 TTTATCGGAATGCGTGTTCTGATGGGCTTTTGGCTTACGGTTGTGACCTCTTTGACGAATTGGTC 

ppM32 AAAAGGGTAGTCTCGCTACCGTGGTCTGAATCGCAGACCAATTCGTCAAAGAGGTCAC 

ppN22 CTTGCATTCAGGGGAACCCCTACGGAGAACCTGAAAGCACTTGTGATGTTGTGTTGTTGTGTTTGC 

ppN23 AAACCCAAAAAAAAAGCCAGCAAAAGCTGGCCAAAATAATACCAATTGCAAACACAACAACACAACATC 

ppN24 CTTGCATTCAGGGGAACCCCTACGGAGAACCTGAAAGCACTCCTCTTTGACG 

ppN25 AAACCCAAAAAAAAAGCCAGCAAAAGCTGGCCAAAATAATCGTCAAAGAGGAGTGCTTTCAGG 

ppN81 CCCACCAGCAGTCGAATGTA 

ppO66 TTTAAGAAAATATTCGCAACAATCGATGTACCCTTTTTATTTTTTAAGACCCACTTTCACATT 

ppO67 ATCCTCTTTGACGTATAAATTGCTGCCGACAAAAGCGAACAGCGCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppO69 TTTAAGAAAATATTCGCAACAATCGATGTACCCATAACAATAAGACCCACTTTCACATTTA 

ppO71 CATTTGCCATTTGTCCAAATTTAAGAAAATATTCGCAACAATCGATGTACCCT 

ppO72 TCTTTGACGTATAAATTGCTGCCGACAAAAGCGAACAGCGTTATTGTTATTAGGGTACATCGATTGTTGCG 

ppO73 GTCCAAATTTAAGAAAATATTCGCAACAATCGATGTACCCTTTTTATTTTTTCCGGTACTACCGGAACCC 

ppO74 AATCCTCTTTGACGTATAAATTGGGTTCCGGTAGTACCGG 

ppO82 TTAATCCTCTTTGACGTATAAATTGGGTTCCGGTAGTACCGGCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppP45 GGTAATACGACTCACTATAGGGAATCGATGTACCCATAACAATAACCG 

ppP48 GGTAATACGACTCACTATAGGGAATCGATGTACCCTTTTTATTTTTTCG 

ppP71 CTCCGGTTTTTTCTCTGCCAT 

ppQ63 GGTAATACGACTCACTATAGGGTAGTAAATGAGGTTTCTCAGCGCTAC 

ppQ64 CGCATAAGTTAATCCTCTTTGACGTAT 

ppQ65 CGCATAAATCCTCATGTCGTGTTTGCA 

ppR32 AACAATCGATGTACCCATAACAATAACCGGTACTACCGGAAGGAGAGAAGCAATGTCGGAG 

ppR33 TATGACGAGCTTCCAGCCCACGCTGTAGCTCCGGTTTTTTCTCCGACATTGCTTCTCTCC 

ppR35 AATCGATGTACCCATAACAATAACCGGTACTACCGGAACCTGGCAAGGATGTGAGCATGG 

ppR36 AGCTTCCAGCCCACGCTGTAGCTCCGGTTTTTTCTCTGCCATGCTCACATCCTTGCCAGG 

ppU01 CGTCTGAGTCGCGGCTATATC 

ppU80 ATTTCTACTGTTGTCCCGTCTCGCCCGGTTTCCCATCACAGCGACTACAAAGATGACGACGAT 

ppU81 ATTTCTACTGTTGTCCCGTCTCGCCCGGTTTCCCATCACAGCGACTACAAAGACCATGACGG 

ppU82 ACCGGTAATCACCTGCATTG 

 

La régulation de l’opéron dppABCDF de S. Typhimurium par GcvB est-elle due à un phénomène 
de polarité transcriptionnel Rho-dépendant ? 

pp934 TTCCCAGTCACGACGTTGTA 

ppJ84 AATACCTCGCTCACCCGCCATGATCATCACCGGATCGCCGTGTGTAGGCTGGAGCTGCTT 

ppK09 CGGAATCCCCACCTCTCACT 

ppK13 GGCCCAGGTTGTGATGCATG 

ppK22 AACATCACTTCGAAAACGTCTCTGTCGAATAATTAAAAGAGTCCTCGGCACCATTTTAGC 

ppL18 CAAAGGGCAAAACAACATACATCACAATTGGAGCAGAAGATTAAGACCCACTTTCACATT 

ppL19 TCAAACCAAGCTTCAGCATCCCTGACTTCTTCAAGGAAATACTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppL20 TTTGCAAAGGGCAAAACAACATACATCACAATTGGAGCAGAAGAAGGAGTATTTC 
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ppL21 AAACCAAGCTTCAGCATCCCTGACTTCTTCAAGGAAATACTCCTTCTTCTGCTCC 

ppL22 AAAACCCTGGTTTATTGTTCAGAAGGCTCGCCGGAAGGCTTTAAGACCCACTTTCACATT 

ppL23 TATCCCACTTCTCAGCAAGACCCGGGATCACTTCCGTGGTGCCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppL24 AAAACCCTGGTTTATTGTTCAGAAGGCTCGCCGGAAGGCTTTGGCACCACGGAAG 

ppL25 ATATCCCACTTCTCAGCAAGACCCGGGATCACTTCCGTGGTGCCAAAGCCTTCC 

ppL47 CACCGTGTGATCGTCGACCT 

ppO37 TTTTTAAATTAATTGAATAACGGGAAGTAGCTCAGCTTCCTTAAGACCCACTTTCACATT 

ppO38 GACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATCCGTAATCATGGTCATCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppO75 ATTAGGCAAACATCACTTCGAAAACGTCTCTGTCGAATAAGGATTAACTTATGACC 

ppO76 GTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATCCGTAATCATGGTCATAAGTTAATCCTTATTCGACAG 

 

La régulation de l’opéron chiPQ par le petit ARN ChiX comme modèle pour la caractérisation de 
la terminaison Rho-dépendante NusG-dépendante. 

pp934 TTCCCAGTCACGACGTTGTA 

pp972 CCCACCAGCAGTCGAATGTA 

ppC29 AAGAGGATTAACTTATGCGTACGTTTAGTGGCAAACGTAGTTAAGACCCACTTTCACATT  

ppD18 GTTTGGATGACCGCTGTCGCCGTTTTCTGCCATTTCAATCCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppD89 GTCTGACCGGTAGGCTGAAT 

ppI15 CCACCCCGACATTGCTGTGATACCGGCGATAGCCAGAGCCAGCTAAGCACTTGTCTCCTG  

ppI74 CTCCGGCTTTTTCGACGACTCCACGTTAACGGGCGGCATCTTAAGACCCACTTTCACATT 

ppI75 CGCCGTCGGTCACATCTTTGCGATCGCGTTCACGCTGCCACTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppI76 GCGTGAACGCGATCGCAAAGATGTGACCGACGGCGACAAATTAAGACCCACTTTCACATT 

ppI77 AAATCCAGGTTAGCGTTCCAGGTCGCATGAGAAAGGTTAGTCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppJ23 TTTACCGCGATTGAAATGGCAGAAAACGGCGACAGCGGTCATTAATAA 

ppJ49 TCAGAAAATAGTGAATGGCGCAATAACGATAAATTTCACGTTATTAATGACCGCTGTCGCCG 

ppJ76 TTTTATCAGGCGGATAAAAAAACCAATGTGGATTATCTCCTTAAGACCCACTTTCACATT 

ppJ78 CACCAGATCATTTTTGAAGTCGTACTTCGCGCCGATGGAGCTAAGCACTTGTCTCCTG 

ppK18 CGGCATCTATTATTGGCAGCGTGAACGCGATCGCAAAGATGTTACCGACGGCGACAAATA 

ppK19 GTTTGGATGACCGCTGTCGCCGTTTTCTGCCATTTCAATCGCCGTAAACGCAGCAATATC 

ppL28 GTGAACGCGATCGCAAAGATGTGACCGACGGCGACAAATACAAAACCAACCTTTCTCACTCCACC 

ppL29 
CCAGACCGAACATATCCGCAGCGTAACCAGACTGAAAATCGAGGTTGGCATTCCAGGTGGAGTGAGAA 
AGGTTGG 

ppL30 ATTGATAATTCGCATCGCGAAAAATAGTCTATTTAACGTAGACAAATATAAAACTAACCTTTCTC 

ppL31 AAAATCCAGGTTAGCGTTCCAGGTCGCATGAGAAAGGTTAGTTTTATATTTGTCTACG 

ppL32 TTTTGTCGGCAGCAATTTATACGTCAAAGAGGATTAACTTACAAATATAAAACTAACCTTTCTC 

ppL33 AAAATCCAGGTTAGCGTTCCAGGTCGCATGAGAAAGGTTAGTTTTATATTTGTAAG 

ppM52 TTGATAATTCGCATCGCGAAAAATAGTCTATTTAACGTAGCCTTTCTCATGCGACCTGG 

ppM53 CTGAAAATCCAGGTTAGCGTTCCAGGTCGCATGAGAAAGGCTACG 

ppM54 TTGATAATTCGCATCGCGAAAAATAGTCTATTTAACGTAGATGCGACCTGGAACGC 

ppM55 TAACCAGACTGAAAATCCAGGTTAGCGTTCCAGGTCGCATCTACG 

ppN47 TTGATAATTCGCATCGCGAAAAATAGTCTATTTAACGTAGCCTTTCTCACTCCACCT 

ppN48 CTGAAAATCGAGGTTGGCATTCCAGGTGGAGTGAGAAAGGCTACG 
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Liste des sondes utilisé lors des analyses par Northern Blot 

Nom Séquence (5’  3’) Cible 

ppB10 ACACTACCATCGGCGCTACG ARNr 5S 

ppB68 TGCCAATAATAGATGCCGCCCGTTAACGTGGAGTCGTCGA ARNm ChiPQ 

ppE17 TGCTTTCAGGTTCTCCGTAGGGGTTCCCCTGAATGCAAGG Petit ARN RyhB 

ppL11 CATCGTTATTATTATCCCGACGCTTTCGCTTCGGATC Petit ARN ChiX 

ppL13 CCCATCAGAACACGCATTCCGATAAAACTTTTCGTTCCGGCTCA Petit ARN GcvB 

ppV54 GGTTCCGGTAGTACCGGTTATTGTTATGGGTACATCGATT ARNm yifKP2 

ppV55 TTTGACGTATAAATTGCTGCCGACAAAAGCGAACAGCGAAAAAATAAAAA ARNm yifKP1 



 

 

 

 

 

Titre : Rôle de la protéine chaperonne Hfq dans la réponse des ARN messagers à la 

régulation par les petits ARN. 

Mots clés : Salmonella , Hfq, petit ARN, ARNm, Polarité Transcriptionnelle, Rho. 

Résumé : Parmi les régulateurs nucléiques, les 

petits ARN régulateurs sont un moyen rapide 

d’adaptation. On les retrouve dans tous les 

domaines du vivant. Chez les bactéries, l’action 

d’un grand nombre d’entre eux dépend de la 

protéine chaperonne d’ARN Hfq. Leur mode 

d’action consiste à d’apparier directement à 

l’ARNm cible par complémentarité imparfaite 

de séquence. Il en résulte une régulation 

positive ou négative, de la traduction et/ou de la 

stabilité de l’ARNm cible. 

Au cours de la première partie cette thèse, nous 

avons essayé de caractériser la régulation des 

ARNm par les petits ARN régulateurs. Pour ce 

faire, nous avons étudiés les différents 

composants de cette régulation et nous avons pu 

montrer que les ARN (message et régulateur) 

devaient se fixer aux surfaces opposées 

(proximale et distale) de la protéine Hfq afin  

d’obtenir une régulation optimale des ARNm 

par les petits ARN régulateurs. 

Lors de la seconde partie de la thèse, nous 

avons pu identifier un nouveau type de 

régulation des ARNm par les petits ARN 

régulateurs : la polarité transcriptionnelle. Nous 

avons pu montrer que la fixation du petit ARN 

ChiX sur la région 5’UTR de l’ARNm chiPQ 

entrainer l’inhibition de la traduction de chiP 

mais également une terminaison prématurée 

rho-dépendante de la transcription de l’ARNm.  

Nous avons par la suite cherché à savoir si ce 

type de régulation pouvait se retrouver dans la 

régulation d’autre ARNm comme l’opéron 

dppABCDF et l’opéron pgaABCD. En parallèle 

de ces études, nous avons également essayé de 

caractérisé la terminaison Rho-dépendante entre 

S. Typhimurium et E.coli au sein de l’ARNm 

chiPQ. 
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regulatory RNAs are a quick way to adapt. 

They are found in all areas of life. In bacteria, 

the action of a large number of them depends 

on the chaperone protein of Hfq RNA. Their 

mode of action consists of matching directly to 

the target mRNA by imperfect complementary 

sequence. This results in a positive or negative 

control, translation and/or stability of the target 

mRNA. 

During the first part of this thesis, we have 

tried to characterize the regulation of mRNA 

by small regulatory RNAs. To do this, we 

studied the different components of this 

regulation and we have shown that RNA 

(message and regulator) should attach to 

opposite surfaces (proximal and distal) of the 

Hfq protein to achieve optimal regulation of  

mRNA by small regulatory RNAs. 

In the second part of the thesis, we identified a 

new type of mRNA regulation by small RNA 

regulators: transcriptional polarity. We could 

show that the fixing of small RNA ChiX on the 
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inhibition of translation of chiP but also a Rho-

dependent premature termination of mRNA 
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We subsequently investigated whether this type 

of regulation could be in the control of other 

mRNAs as dppABCDF’s operon and 

pgaABCD’s operon. In parallel with these 

studies, we have also tried characterized Rho-

dependent termination between S. 

Typhimurium and E. coli in mRNA chiPQ. 

 



 

 

 

 

  



 

 

 

VI)   

 

Titre : Rôle de la protéine chaperonne Hfq dans la réponse des ARN messagers à la 
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d’action consiste à d’apparier directement à 

l’ARNm cible par complémentarité imparfaite 

de séquence. Il en résulte une régulation 

positive ou négative, de la traduction et/ou de la 

stabilité de l’ARNm cible. 
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ChiX sur la région 5’UTR de l’ARNm chiPQ 

entrainer l’inhibition de la traduction de chiP 

mais également une terminaison prématurée 

rho-dépendante de la transcription de l’ARNm.  

Nous avons par la suite cherché à savoir si ce 

type de régulation pouvait se retrouver dans la 

régulation d’autre ARNm comme l’opéron 

dppABCDF et l’opéron pgaABCD. En parallèle 

de ces études, nous avons également essayé de 

caractérisé la terminaison Rho-dépendante entre 

S. Typhimurium et E.coli au sein de l’ARNm 

chiPQ. 
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