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RÉSUMÉ
La plupart des bactéries ont un unique chromosome circulaire avec une origine de ré-
plication unique. L’ADN est une hélice double-brin qui lors de la réplication va être
soumise à des contraintes topologiques. Dans le cas des chromosomes circulaires, ces
contraintes topologiques peuvent lier les deux chromatides soeurs résultant de la ré-
plication (caténanes et dimères). Ces liens topologiques doivent êtres résolus afin de
permettre une bonne ségrégation de l’information génétique entre les deux cellules filles
au cours de la division cellulaire. Les bactéries possèdent une machinerie très conservée :
les recombinases à Tyrosines XerC et XerD, capables de résoudre les dimères et une par-
tie des caténanes, en catalysant un crossing-over au site dif, situé dans la région Ter du
chromosome. Lors de ce processus, elles réalisent successivement deux échanges de brins.

La réaction Xer est contrôlée spatialement et temporellement par une protéine du
divisome : FtsK. FtsK est une translocase qui pompe l’ADN à travers le septum de
division. Lorsqu’elle rencontre une synapse constituée de deux sites dif chargés de XerC
et XerD, elle active XerD pour qu’elle initie le premier échange de brins. Dans un second
temps XerC catalyse un second échange de brins indépendamment de FtsK. À ce jour
le mécanisme d’activation de XerD n’est pas compris.

Certains éléments mobiles résolvent leurs états multimériques (tels que les plasmides)
ou intègrent leur génome dans celui de leur hôte en détournant les recombinases XerC
et XerD. On parle d’IMEXs (Integrative Mobile Element using Xer). Les éléments mo-
biles étudiés avant ma thèse utilisaient tous des voies de recombinaisons initiées par la
catalyse de XerC et ne nécessitant pas l’activation de XerD.

Au cours de ma thèse, j’ai étudié dans un premier temps le mécanisme d’intégra-
tion / excision du phage TLCφ de Vibrio cholerae, la bactérie responsable du choléra.
Par des approches de génétique, j’ai démontré que TLCφ défini une nouvelle catégorie
d’IMEXs. Il utilise une voie de recombinaison où le premier échange de brins est catalysé
par XerD et indépendant de FtsK. Mes travaux ont également montré que l’excision du
phage participe à l’évolution des souches pandémiques de V. cholerae.

J’ai identifié un facteur phagique qui permet à TLCφ de contourner le contrôle
de FtsK sur l’activation de XerD. Ce facteur est une protéine de fonction inconnue
présentant un domaine HTH (Hélice-Tour-Hélice) et un domaine de fonction inconnue
DUF3653. Ce dernier est retrouvé dans de nombreux IMEXs. Puis par des approches de
biologie moléculaire, j’ai étudié le mécanisme d’action de cette protéine. J’ai reproduit
la réaction de recombinaison in vitro et démontré qu’elle active XerD en interagissant
directement avec elle.

Enfin, nous nous sommes intéressés aux disparités observées entre la recombinaison
Xer chez E. coli et V. cholerae. En particulier, la recombinaison Xer semble agir seule-
ment sur les dimères chez E.coli alors qu’elle est active également sur les monomères
chez V. cholerae. Nous avons montré que ces divergences de comportement ne viennent
pas des Xer elles mêmes, ni de leur activation par FtsK. Elles résultent des différences
de chorégraphie et de la vitesse de ségrégation des chromosomes frères, dans ces deux
bactéries et en fonction de leurs conditions de croissance.
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SUMMARY
Most of bacteria have a single circular chromosome. During replication of DNA, this
circularity can lead to two sister chromatids topologically linked ( catenanes and di-
mers). These topological links have to be solved in order to allow good segregation of
genetic information between the two daughter cells during cell division. Bacteria possess
a highly conserved machinery : the tyrosine recombinases XerC XerD that are capable
of resolving dimers and some catenanes, by catalyzing a crossover at the specific site
dif located in the Ter region of the chromosome. During this process they realize two
sequential strand exchanges.

The Xer reaction is spatiotemporally controlled by a protein of the divisome : FtsK.
FtsK is a pump that translocates DNA through the septum of division. When FtsK
meets a synapse that consists of two dif loaded by XerC and XerD, it activates XerD
catalysis that initiates first strand exchange. Secondly XerC catalyzes a second strand
exchange independently of FtsK. To date the activation mechanism of XerD is not well
understood.

Some mobile elements solve their multimeric states ( like plasmids ) or integrate
their genome into the chromosome of their host by using XerCD recombinases. Such
integrative elements are named IMEXs ( Integrative Mobile Element using Xer ). The
mobile elements studied before my thesis all used recombination pathways initiated by
catalysis of XerC and not requiring activation of XerD .

During my PhD I studied at first the integration / excision mechanism of a new class
of IMEXs using as a model the TLC phage Vibrio cholerae, the bacterium responsible
for cholera . By genetic approaches I demonstrated that TLCφ uses a recombination pa-
thway initiated by XerD catalysis and independently of FtsK . My work has also shown
that the phage excision participates in the evolution of pandemic strains of V. cholerae .

In the second part , I identified a phage factor that allows TLC to bypass the ac-
tivation of XerD by FtsK. This factor was a protein of unknown function with a HTH
domain and a DUF3653 domain. DUF3653 are found in many IMEXs . Using molecular
biology approaches, I studied the mechanism of action of this protein. I reproduced the
recombination reaction in vitro and demonstrated that this factor activates XerD by
directly interacting with it.

Finally, we were interested to study disparities between Xer recombination in E.coli
and V.cholerae. In particular, the Xer recombination seems to act only on dimers in
E.coli while it is also active on monomers in V.cholerae. We have demonstrated that
these differences in behaviors do not come from Xer themselves or their activation by
FtsK. They result from different choreographies of chromosome segregation between
these two bacteria and are also dependent on growth rates.
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Circularité du chromosome bactérien et

contraintes topologiques

1.1.1 Généralités

La nature circulaire du chromosome d’Escherichia coli fut démontrée

par François Jacob et Elie Wollman en 1961 [1]. Depuis, les études gé-

nomiques à haut débit ont démontré que le chromosome circulaire était la

norme pour les Bactéries et les Archées. La plupart des bactéries possèdent

un seul chromosome circulaire. Mais certaines d’entres elles en possèdent

plusieurs. C’est notamment le cas des Vibrionaceae, Deinococcus radiodu-

rans, Brucella melitensis, Burkholderia mallei ou Rhodobacter sphaeroides

[2]. D’autres bactéries ont un ou plusieurs chromosomes linéaires comme

les Borrelia ou Agrobacterium tumefaciens (pour revue sur le chromosome

et les plasmides linéaires de Borrelia voir [3]).

Les chromosomes bactériens possèdent une origine de réplication unique

ori. Au cours de la réplication, les fourches de réplication progressent le

15



16 Introduction : Circularité du chromosome bactérien...

long des bras de réplication. Lorsque le chromosome est circulaire, elles se

rencontrent dans la région située à l’opposé de l’ori : la région Ter. Au

cours de la réplication, l’ADN polymérase polymérise dans le sens 5’Ñ

3’. L’un des brins d’ADN (celui dans l’orientation 3’Ñ 5’) est répliqué

de manière continue alors que l’autre (sens 5’Ñ 3’) nécessite de multiples

chargements de la polymérase et est répliqué de manière discontinue. Ces

brins nommés respectivement "leading strand" et "lagging strand" sont

également caractérisés par le GC-skew, à savoir une modification de la

richesse en G par rapport à C et en T par rapport à A. Le brin leading

contient plus de Guanine et Thymine alors que le brin lagging contient

plus d’Adénine et Cytosine [4, 5]. La zone de rencontre la plus fréquente

des deux fourches de réplications, et donc la région Ter, peut être prédite en

analysant le GC-skew. De manière intéressante, les chromosomes bactériens

sont caractérisés par le "GC content" qui correspond à l’enrichissement en

GC d’une espèce bactérienne. La présence d’élément génétiques mobiles

intégrés dans le génome peut être prédite en analysant la composition en

GC du génome bactérien car ces derniers ont souvent un enrichissement en

GC différent de celui de la bactérie hôte.

1.1.2 Contraintes topologiques liées à la circularité du

chromosome

La circularité de l’ADN peut induire deux types majeurs de contraintes

topologiques. Si elles ne sont pas résolues, ces dernières conduisent à une

mauvaise ségrégation de l’information génétique entre les deux cellules filles

issues de la réplication. Ces deux contraintes topologiques sont les caténa-

tions entre deux chromatides soeurs et les concaténats.

La réplication de l’ADN hélical double brin introduit un lien de caténa-

tion par tour d’hélice [6]. Les caténanes correspondent à deux molécules
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circulaires entrelacées et nécessitant une coupure ADN pour être séparées

l’une de l’autre. Chez E.coli ces caténanes sont relachés par l’action de la

topoisomérase IV (voir Figure 1.1) [6].

Figure 1.1 – Résolution des caténanes et dimères de chromo-
somes : Les cercles violets et roses représentent chacun l’un des deux
chromosomes frère issu de la réplication de l’ADN. Topo IV résout les
caténanes. XerCD résolvent les dimères et participent à la résolution des
caténanes. Tirée de Midonet et al. [7]

Les concaténats également appelés dimères de chromosomes corres-

pondent à deux chromosomes fusionnés. Ils résultent d’un nombre impair

de crossing-over entre les deux chromatides soeurs issues de la réplication

[8]. Pour résoudre ces dimères les bactéries possèdent une machinerie très

conservée : les recombinases à tyrosine XerC et XerD [9]. Celles-ci ajoutent

un évènement de crossing-over au niveau du site unique dif situé à proxi-
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mité du site de terminaison de la réplication déterminé par le GC-skew

[10, 11]. Le site dif (deletion induces filamentation) fut identifié comme

site de recombinaison par Kuempel et al. en 1991 [12]. L’ échange de brins

d’ADN au site dif abouti à un produit consistant en deux molécules circu-

laires pourvues de la même information génétique et pouvant être ségrégées

correctement entre les deux cellules filles [13, 12, 14, 15].

Le site dif est également impliqué dans la résolution des caténanes

puisqu’il a été démontré qu’il existe une forte activité de la topoisomérase

IV au site dif d’ E.coli [16, 17].

1.2 La machinerie Xer

1.2.1 Généralités

La recombinaison Xer fut découverte en 1984 lors de l’étude de la sta-

bilité du plasmide ColE1 [18]. Il fut remarqué que les multimères plasmi-

diques sont convertis en monomères afin d’assurer une bonne ségrégation

entre les deux cellules filles issues de la division cellulaire. Lors de la re-

cherche de mutants défectueux pour cette résolution des multimères, le gène

xerC (pour chromosome encoded recombinase) fut identifié chez E.coli [19].

Puis une seconde recombinases similaire à XerC et fonctionnant de paire

avec elle fut découverte et nommée XerD [14].

XerC et XerD sont des protéines appartenant à la famille des recombi-

nases à Tyrosine. Bien qu’elles ne présentent que 37% d’identité entre elles,

XerC et XerD d’ E.coli sont plus proches l’une de l’autre que comparées

à d’autres recombinases à Tyrosine et font 298 aa [14]. Des orthologues de

XerC et XerD ont été identifiés dans la plupart des bactéries possédant un
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chromosome circulaire [11, 9]. En cas de présence de Xer, la séquence de leur

site cible dif a également pu être prédite sur ces chromosomes en se basant

sur la séquence du site dif d’ E.coli [11]. Certaines bactéries ne possèdent

pas le système XerCD, mais utilisent des recombinases similaires à XerCD,

pour la résolution des dimères de chromosomes. On trouve notamment les

XerS chez les Streptococci [20] et les Lactococci [11]. Un sous-groupe de

ε-protéobactéries, tel que la bactérie Helicobacter pilori utilise XerH [9].

Enfin un système de résolution des dimères de chromosomes utilisant XerA

a été découvert chez les Archées P. abissy et S. solfataricus [21, 22].

La structure cristallographique de XerD d’ E.coli sans ADN a été ob-

tenue en 1997 par Subramanya et al. [23] (voir Figure 1.2) .

La structure de XerD révéla de fortes similitudes avec d’autres recom-

binases à Tyrosines telles que l’intégrase λ Int. du phage lambda ou l’inté-

grase du phage HP1. Mais la plus grande similitude fut celle avec la recom-

binase Cre du phage P1, qui servit longtemps de modèle pour comprendre

la mécanistique Xer par la suite. Cette structure démontra que XerD est

constituée de deux domaines : un domaine Nter comportant 4 hélices α

(αA à D) relié au domaine Cter par une séquence aa non structurée (lin-

ker). Le domaine Cter est de taille plus importante (2/3 de la protéine).

Il est constitué de 10 hélices α (α E à N) et 3 feuillets β. De manière sur-

prenante, la comparaison des domaines Cter de XerD, λ Int. et HPI Int.

indique que malgré le haut degré de similarités entre les recombinases à

Tyrosine, la partie la plus externe du domaine Cter est celle présentant la

plus grande variabilité alors qu’elle contient le domaine catalytique (voir

Figure 1.3) [23, 24, 25].

Bien que la structure de XerC n’ait pas été obtenue, les modèles prédic-

tifs de structure secondaire pour XerC sont compatibles avec la structure
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Figure 1.2 – Structure cristallographique de la protéine XerD
(E.coli). Figure réalisée avec le logiciel PREPPI. Les nombres in-
diquent les débuts et fin des éléments de structures secondaires. Les
résidus absents (64-70, 101-110 et 269-270) correspondent aux rési-
dus non cristallisés des domaines Nter, Cter et de trois boucles.
Tirée de Subramanya et al. 1997 [23]

obtenue pour XerD.

1.2.2 Analyse structure/fonction des recombinases à

Tyrosine et corrélation au modèle Xer

Généralités

Les recombinases à Tyrosines (YR) constituent une grande famille de

protéines catalysant des évènements de recombinaison spécifique de site.

Elles portent leur nom du fait qu’elles utilisent une Tyrosine pour gé-

nérer une cassure de brin d’ADN qui est indispensable lors du proces-
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Figure 1.3 – Comparaison de la structure des domaines Cter
de XerD (E.coli), λ Int et HPI Int. Les régions avec le plus
grand degré de similitude sont indiquées en gris. Les différences struc-
turales majeures (en rose) sont situées dans le segment polypeptidique
qui se prolonge à partir du motif II à l’extrémité du domaine Cter.
Tiré de Subramanya et al. 1997 [23].

sus d’échange de brins. De manière générale, deux sites cibles vont être

liés à deux monomères de YR chacuns et rapprochés par des interactions

de type protéines-protéines. Ces interactions forment alors un complexe

nucléo-protéique impliquant un tétramère de recombinases (voir Figure

1.5). La plupart du temps les quatre monomères sont identiques mais dans

certains cas comme XerCD, ou FimBE [26] deux recombinases différentes

lient chaque site cible.

Les recombinases à Tyrosine sont très répandues dans le règne bactérien

et chez les éléments génétiques mobiles intégratifs (transposon, phages...).

Bien que leurs mécanismes biochimiques soient proches, leurs implications

biologiques peuvent être très variées :

- résolvases : lorsqu’un évènement de recombinaison spécifique de site

est réalisé entre deux sites situés sur la même molécule d’ADN et en

orientation directe (voir Figure 1.4C). La recombinaison s’effectue

donc en intramoléculaire et permet une bonne ségrégation de l’in-
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formation génétique entre les deux cellules filles issues de la division

cellulaire. C’est le cas pour la CDR et la résolution des dimères de

plasmide avec les recombinases Xer, ou bien les recombinases Cre du

phage P1.

- invertases : si la recombinaison en intramoléculaire est effectuée

entre deux sites en orientations inverses (voir Figure 1.4B) . Ce mé-

canisme est entre autres un moyen de régulation de l’expression de

certains gènes. C’est le cas de fimBE, dont l’inversion d’une région

de 3000bp permet la régulation de l’expression du fimbrae de type I

chez E.coli [26].

- intégrases : Lors de l’intégration d’éléments génétiques mobiles inté-

gratifs dans le chromosome de leur hôte, la recombinaison s’effectue

en intermoléculaire entre deux ADN contenant un site cible (voir

Figure 1.4A). L’élément génétique mobile peut alors être transmis

verticalement. C’est par exemple le cas pour les phages lysogéniques,

les îlots génomiques ou les intégrons. L’un des cas les plus étudiés fut

notamment l’intégrase du phage λ (pour revue [27]). Dans la plupart

des cas, les recombinases catalysant l’intégration sont les mêmes uti-

lisées pour l’excision, et tout comme lors de la CDR, les deux sites

impliqués sont en répétition directe sur le même ADN.

Le mode de coupure des recombinases à Tyrosine est séquentiel : deux

protomères opposés sont actifs et les deux autres inactifs. La première

paire de protomères réalise un premier échange de brins donnant lieux à

l’intermédiaire de réaction appelé jonction de Holliday (HJ). Puis les deux

protomères initialement inactifs deviennent actifs et catalysent le second

échange de brins (voir Figure 1.5).
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Figure 1.4 – Schéma représentant les différents évènements de
recombinaisons pouvant être catalysés par les recombinases à Ty-
rosine. Le triangle noir indique le site cible de recombinaison et son orien-
tation. La flèche verte renseigne sur l’orientation de la séquence dans le cas
des inversions.

Figure 1.5 – Recombinaison spécifique de site des recombinases
à Tyrosine : chacun des deux sites cibles est lié par deux monomères
de recombinases. Les deux sites sont plans et arrangés de manière anti-
parallèle. En vert est indiqué le couple de recombinases actives dans la
synapse. Y : repésente la Tyrosine catalytique réalisant l’attaque nucléo-
phile qui donne lieu à la liaison 3’-phospho-tyrosile. OH : indique l’extrê-
mité 5’-OH libérée après clivage par la recombinase à Tyrosine. La gauche
et la droite de chaque site sont indiquées par L1, L2, R1 et R2. La ré-
action engage le clivage et l’échange d’une paire de brins d’ADN pour
donner la HJ. Après isomérisation, la HJ est résolue en produit grâce à
un second échange catalysé par la seconde paire de recombinases devenues
actives. Le cercle noir indique le phosphate ciblé lors de chaque échange.
Tiré de M. Jayaram et al. [25]

Activité catalytique

La signature caractéristique des recombinases à Tyrosine consiste en

une Tyrosine nucléophile associée à cinq acides aminés très conservés : Arg-
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I(173/148), Lys-β(201/172), His-II(289/244), Arg-II(292/247) et His-III(270)/

ou Trp(315) (en parenthèses sont indiquées en caractères fins ou gras les

positions de ces aa pour Cre et pour XerD d’E.coli respectivement) [25].

Dans le cas de Xer le cinquième acide aminé est une Histidine. Un simple

alignement des séquences protéiques de XerC et XerD de V. cholerae avec

celles d’E.coli permet de localiser facilement ces acides aminés clés chez les

Xer de V.cholerae (voir Figure 1.6).

Figure 1.6 – Alignement des XerCD de V.cholerae avec celles
d’ E.coli, à partir du logiciel Clustal : En jaune sont indiqués les 5
acides aminés intervenant dans la création d’un environnement favorable
à l’activité catalytique par la Tyrosine (également en jaune). "˚" indique
que les résidus à cette position sont exactement les mêmes. " :" indique
qu’ils sont similaires en terme de propriété. "." signifie que les résidus sont
plus ou moins similaires. L’absence de marque signifie qu’il n’y a pas de
propriétés communes. Le brin "top" est représenté dans le sens 5’Ñ3’.

Les études réalisées sur Flp et Cre, suggèrent que la Lysine servirait
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à stabiliser le groupe sortant 5’-OH formé après clivage [25]. Le rôle de

l’Histidine II serait de retirer le proton de la Tyrosine, pour l’activer dans

l’attaque nucléophile. Les deux Arginines conservées balancent les charges

négatives du groupement oxygène du phosphate "scissile"(voir Figure 1.7).

D’après les études réalisées sur Cre, seuls deux des cinq aa conservés se-

Figure 1.7 – Structure de l’état de transition Cre - ADN : Densité
pondérée électronique 2Fo - Fc suivant raffinement à 2,3Ȧ de résolution. La
carte est profilée à 1.2σ. His289 n’est pas visible. Tiré de Gibb et al. [28]

raient strictement indispensables et irremplaçables pour avoir au moins

5% de l’activité de recombinaison, tout en gardant une capacité de liaison

à l’ADN : la Tyrosine nucléophile et la Lysine. Une modification des co-

dons codant pour l’une des deux Arginines conservées, réduit simplement

l’efficacité de recombinaison. Les autres aa affectent peu l’efficacité de re-

combinaison lorsqu’ils sont mutés [28]. On peut donc créer deux types de

mutants catalytiques de Xer en mutant soit la Tyrosine soit la Lysine. P.

Zawadzki et al. [29] ont démontré l’absence d’activité catalytique du mu-

tant Lysine de XerCD d’E.coli. Ce mutant pourra être préféré au mutant

Tyrosine suspecté d’être également affecté pour la fixation sur le site cible

[30].
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Figure 1.8 – Alignement des sites dif . Le weblogo (en bleu) a
été généré à partir de 27 sites dif putatifs de γ-protéobactéries. Les
sites de fixation de XerC et XerD sont indiqués par une ligne noire.
Modifié à partir de M.-E. Val et al. 2008 [31] .

Liaison à l’ADN

Les recombinases XerC et XerD reconnaissent chacune une séquence

ADN de 11pb. Ces deux sites sont positionnés de manière inversée l’un

par rapport à l’autre et séparés par une région centrale de 6 à 8 paires

de bases. La région centrale est le lieu de coupure et ligation de l’ADN

(voir Figure 1.8). L’homologie entre les deux régions centrales des deux

sites recombinant est cruciale afin de permettre l’échange de brins (voir

sous-section "mécanisme d’échange de brins").

Dans la fonction biologique de résolution des dimères de chromosomes

(CDR) le site cible est dif : un site unique situé dans la région Ter et

appelé ainsi pour "délétion induces filamentation". Bien que le site dif soit

également très conservé chez les bactéries (voir Figure 1.8) le site de fixation

de XerD semble plus conservé que le site de fixation de XerC.

Par convention on nomme "top" le brin clivé par XerC et "bottom"



27

le brin clivé par XerD [32]. Les termes "haut" et "bas" désignent depuis

Blakely et al. 1997 la première paire de brins (top) et la seconde paire de

brins (bottom) qui sont échangées lors de la recombinaison des sites plas-

midiques cer et psi et observées in vivo et in vitro (voir "résolution des

dimères de plasmides") [33, 34].

Comme les topoisomérases de type IB, la position du site catalytique

des recombinases XerC et XerD leur permet d’être actives dès leur fixation

sur le site cible et de provoquer ainsi le relâchement de l’ADN [32]. Ce-

pendant des études in vitro suggèrent qu’en présence des deux partenaires

sur le site de recombinaison, l’interaction des deux recombinases au sein

de l’hétérodimère inhibe l’activité toposiomérase [35].

Régions impliquées dans la reconnaissance du site dif :

Les données cristallographiques de Cre sur son substrat ADN (site loxP)

montrent que les domaines Nter et Cter des recombinases intéragissent avec

l’ADN sur deux faces opposées (voir Figure 1.9) [36]. Dans le domaine de

liaison au site coeur (CB = core-binding domain) de Cre, les hélices αB

et αD du domaine Nter sont croisées orthogonalement et contiennent la

séquence de liaison spécifique à l’ADN. Les résidus situés à l’extérieur de

ces deux hélices pénètrent le grand sillon de l’ADN. Ils se trouvent alors

à une position favorable pour intéragir aussi bien avec le phosphate du

sucre de l’ADN et les bases. La structure de XerD n’a été cristalysée qu’en

absence de substrat ADN mais la comparaison des CB avec Cre montre de

fortes similitudes (voir Figure 1.10 ) [37]. Les hélices αB, αC et αD sont

fortement conservées.

Ces données structurales suggèrent que les hélices équivalentes chez
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Figure 1.9 – Structure en représentation en ruban d’un dimère
Cre sur un site loxA (dérivé de loxP) : Le dimère de recombinases Cre
est représenté en vert et violet. La sous-unité réalisant le clivage est en vert.
Les rubans continus jaunes représentent l’ADN non clivé. Les positions
approximatives des domaines Nter et Cter sont indiquées par les lettres N
et C respectivement. Tirée de Guo F. et al. 1997 [36]

XerD participent aussi à la reconnaissance spécifique du site. Cette hypo-

thèse est soutenue par les données génétiques d’analyses structures/fonctions

puisque l’insertion d’un pentapeptide dans les hélices αB et αD du domaine

Nter et αG et αJ du domaine Cter de XerD affecte la capacité de liaison

à l’ADN [24]. Au niveau du Cter ce sont donc les hélices αG et αJ, impli-

quées dans un motif hélice-tour-hélice (HTH) caractéristique des protéines

de liaison à l’ADN, qui semblent participer au CB.

Cependant en contraste avec la structure de Cre, le domaine CB de

XerD semble "sur-replié" sur le domaine catalytique. Cette différence est

supposée résulter de l’absence du substrat ADN [37].

Analyse fonctionnelle de la séquence du site dif :

Contrairement à la région centrale dont l’homologie de séquence entre les

deux sites recombinant est très importante ; les séquences de fixation pour

XerC et XerD de 11 pb peuvent varier sensiblement d’un site à l’autre.

En effet, toutes les bases des sites de fixation du site coeur ne semblent
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Figure 1.10 – Comparaison des structures obtenues de
XerD(1a0p) et Cre(4crx). Les hélices α du domaine Nter sont représen-
tées de 4 couleurs différentes. αA= bleu foncé, αB= bleu clair, αC= vert,
αD= jaune, αE= rouge. L’hélice αE est absente chez XerD. Les hélices B
et D se croisent de manière orthogonale dans le grand sillon de l’ADN pour
Cre. l’ADN est représenté par une ligne en magenta. A et B : Vu le long
de l’axe hélical pour Cre et définition de l’axe de XerD de manière à avoir
le plus d’alignement. C et D : Rotation de 80 degrés par rapport à l’axe
x. Figure préparée avec le logiciel Pymol. Tirée de B.M. Swalla et al 2002
[37]

.

pas avoir la même importance pour la reconnaissance et la liaison de la

recombinase. Les études réalisées sur les Xer d’E.coli et les sites compa-

tibles pour la recombinaison (dif et sites de résolutions de multimères de

plasmides) ont démontré qu’il y avait plus de variabilité dans la région de

fixation de XerC que celle de XerD [38]. Les recombinases interagissent

avec le site dif comme suivant : les Guanines et Thymines dans le grand

sillon, les Adénines dans le petit sillon de l’ADN du site dif. Les modifi-

cations de bases n’impactent pas toutes de la même manière la liaison des

recombinases [38].

Coopérativité de liaison à l’ADN :

Chaque recombinase se lie à un demi-site. XerC d’E.coli est peu affine et
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semble instable sur un site difE.coli ou cer. Cependant en présence de XerD,

l’affinité de XerC est augmentée. Le KD est alors estimé être 40 à 160 fois

plus bas. Même si cette abaissement de KD n’a pas pu être défini pour

XerD lorsqu’un site est occupé par XerC, la fixation de XerD sur dif est

également plus importante en présence de XerC. Les recombinases XerC

et XerD se fixent donc de manière coopérative au site coeur [14, 38]. En

utilisant des demi-sites dif, G. Blakely et al. ont démontré que grâce à cette

coopérativité de liaison, XerC peut lier un ADN non spécifique si un XerD

était lié à l’autre demi-site dif spécifique de sa séquence de fixation [14].

Cette capacité de coopérativité de liaison est portée par l’hélice αM des Xer

[39, 40]. Cette hélice est présente dans le motif II (voir Figure 1.13) et est

très conservée chez les recombinases à Tyrosine. Son équivalent chez Cre,

divisé en hélices αL et αN, forme une partie de la poche hydrophobique

qui intéragit avec l’extrême Cter des différents monomères de Cre [36].

Synapse Xer : hétérotétramère et domaines d’interactions XerC-

XerD

Lors d’évènements de recombinaison spécifique de sites quatres brins

d’ADN sont coupés et religués au niveau de deux loci dans un génome. Ces

réactions se produisent au sein d’un complexe composé de quatres enzymes

liées sous forme de dimères sur deux sites d’ADN (voir Figure 1.5). Dans la

plupart des cas, les quatres monomères composant le tétramère sont iden-

tiques. Cependant dans le cas de la recombinaison Xer deux protéines XerC

et XerD forment l’hétérotétramère [19, 14]. Chaque site dif est donc lié par

une protéine XerC et une protéine XerD. Les données structurales obtenues

sur Cre et Flp suggèrent que les deux sites dif sont disposés en orientation

antiparallèle dans la synapse et sur un même plan [28, 41, 42]. Les diffé-

rentes structures obtenues pour le système Cre sur différents intermédiaires
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de réaction ont permis d’avoir une approche détaillée des interactions mo-

léculaires au cours d’une réaction de recombinaison. Dans un tétramère

de Cre, le couple de recombinases actives correspond au couple d’enzymes

donnant en cis son hélice αN située à l’extrême Cter [36] (voir Figure 1.11).

Dans cette conformation l’hélice portant la tyrosine catalytique (hélice αM

dans le cas de Cre) se trouve alors proche du phosphate scissile.

Les paires de Xer identiques sont donc disposées selon la diagonale de

ce plan. Deux recombinases étant impliquées dans ce complexe il est donc

légitime de se demander quels sont les mécanismes moléculaires détermi-

nant laquelle des deux réalisera le premier échange de brins et quels sont

les mécanismes régulant cette activité.

Bien qu’elle ait été obtenue sans ADN, la structure de XerD deE.coli

suggère que la synapse XerCD est similaire à une synapse Cre. Les mo-

dèles actuels proposent donc que la paire de recombinases actives dans une

synapse Xer correspond à celle donnant son bras extrême Cter en cis. En

1997 et 1999 Hallet et al. analysèrent par des approches de mutagénèse les

régions semblant impliquées dans l’interaction entre XerD et XerC [43, 44].

Une première approche consista à insérer aléatoirement une séquence gé-

nétique codant pour un pentapeptide, dans la séquence ADN de XerD de

S. typhimurium (Figure 1.12 pour voir les insertions du pentapeptide par

rapport à la structure de XerD). Le XerD de S. typhimurium partageant

94% d’identité avec celui de XerD d’E.coli, l’analyse structure/fonction

peut se référer à la séquence de XerD d’E.coli obtenue par Subramanya et

al. [23]. Cette étude révéla que l’insertion du pentapeptide à la position

247 située dans le motif II (hélice αL) du bras Cter de XerD affecte la

capacité de coopération de liaison à l’ADN entre XerC et XerD, alors que

les autres fonctions telles que la liaison de XerD seule à l’ADN, et l’activité
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Figure 1.11 – Structure d’une synapse Cre/loxA en cours
d’échange : Vue depuis le domaine Nter, parallèle à la dyade de symétrie
et à l’axe de la pseudo HJ branchée. Les positions approximatives du Nter
et du Cter sont indiquées. Les brins de l’ADN non clivé sont dessinés en
continu. Les hélices E et A sont indiquées. En vert est représentée le couple
de recombinases actives et ayant réalisé le clivage. Le couple de recombi-
nases actives (en vert) donne son Cter en cis. Tirée de Guo F. et al. 1997
[36]

catalytique de XerD ne sont pas affectées ( voir localisation motif II Figure

1.13A) [43, 24].

Un alignement des motifs II conservés, montre que les trois acides ami-

nés situés à la fin de l’hélice αL des Xer et au début du coude entre αL et

αM, sont différents entre XerC et XerD. Alors que XerC présente un tripep-

tide ESS, XerD arbore un tripeptide NHG (voir Figure 1.13A). L’équivalent

de ce motif chez Cre est le tripeptide RAG. La seconde approche consista

donc à inverser les motifs ESS et NHG des XerC et XerD, afin d’étudier
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Figure 1.12 – Localisation des insertions du pentapeptide
dans la protéine XerD de S.typhimurium . La représentation tri-
dimensionnelle est celle du XerD de E.coli obtenue par Subramanya et
al., 1997 [23]. Les domaines Nter et Cter sont en haut et bas respective-
ment. Les deux domaines sont reliés par 26 aa dont 16 forment une boucle
et les 10 autres sont non structurés. Les hélices α et feuillets β sont respec-
tivement représentés par des cylindres verts et des flèches rouges. Seules les
hélices αG et αJ sont en jaune car elles sont comprises dans une structure
de type hélice-tour-hélice. Les chiffres indiquent les positions d’insertion
du pentapeptide. Tiré de Cao Y. et al. [24]

l’impact sur le contrôle de la catalyse. L’altération du bras Cter de XerC

donné en cis à XerD, favorise les échanges de brins catalysés par XerD.

Inversement, altérer le bras Cter de XerD donné en cis à XerC favorise

les échanges de brins réalisés par XerC. Il existe donc une régulation de

l’activité des Xer par interactions allostériques via ce bras peptidique à

l’extrême Cter.
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Figure 1.13 – Structure et séquence des recombinases. A) Aligne-
ment des structures primaires et secondaires des Cter de XerC, XerD et
Cre. Le motif II conservé est encadré en gris. Les acides aminés impliqués
dans la catalyse sont encerclés en jaune. Les tripeptides NHG-ESS diver-
geant entre XerC et XerD et leur équivalent RAG chez Cre, sont entourés
en bleu. Les hélices α de XerD et Cre sont représentées par des cylindres
roses. Les pointillés indiquent les résidus désordonnés. B) Gauche : Struc-
ture de XerD de Subramanya et al. 1997. Droite : structure de Cre liée de
manière covalente à l’ADN. Le couple de recombinases représentées en vio-
let a clivé l’ADN pour former le lien 3’-phosphotyrosine (Guo et al. 1997).
Les groupes phosphates de l’ADN clivé sont représentés en jaune. Les grou-
pements Nter de Cre ont été retirés pour plus de lisibilité. Les hélices α
L, M, N du Cter de XerD et K, M, L, N du Cter de Cre sont représentées
par des cylindres. Les tripeptides NHG et RAG sont représentés par des
surfaces bleues claires. Tiré de Hallet et al. 1999 [44]

Le modèle proposé est que la synapse Xer oscille entre deux états confor-

mationnels, l’un favorable pour l’échange médié par XerC et un autre favo-

rable pour l’échange par XerD. On parlerait alors de synapse "pro-XerC"
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ou "pro-XerD". Lors du double échange de brins il y a donc une activa-

tion séquentielle (voir Figure 1.13) d’un couple de recombinases puis de

l’autre. Un switch enzymatique des sous-unités Cter active ou désactive la

recombinase. Dans l’hétérotétramère, l’activation ou l’inhibition d’un mo-

nomère donné est dictée par les deux monomères voisins qui seront dans

l’état d’activation inverse.

Liaison et directionnalité de la recombinaison :

Le contrôle de l’activité des recombinases XerCD est un point clé afin d’évi-

ter la formation de dimères, multimères, des évènements d’inversions ou de

délétions. Dans le cas des systèmes de recombinaison utilisant quatres mo-

nomères identiques tels que Cre ou Flp, ce contrôle dit "directionnel" se

fait grâce à l’asymétrie de la région centrale. Ainsi seuls des sites en orien-

tations antiparallèles peuvent recombiner puisqu’en orientations parallèles

les séquences ADN échangées ne seront pas homologues et ne pourront pas

être stabilisées par des interactions de type Watson et Crick. Modifier la ré-

gion centrale pour la rendre symétrique conduit à une perte de ce contrôle

(voir Figure 1.14) [45].

La recombinaison XerCD utilisant un hétérotétramère de recombinases,

l’asymétrie du complexe ne dépend pas uniquement de la région centrale.

Les deux sites de fixations de 11 pb sont différents et sont liés spécifique-

ment par une recombinase XerC ou XerD. Un assemblage synaptique en

orientations parallèles ne permet pas les interactions cycliques nécessaires

aux recombinases et la synapse formée est alors abortive. Seuls les échanges

entre sites en orientations antiparallèles sont possibles. Rendre symétrique

la région centrale n’enlève pas cette directionalité imposée par le site [14].
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Figure 1.14 – Contrôler l’issue de la recombinaison : (a) Détermi-
nation du brin clivé en premier. Le duplex initial de recombinases peut
courber l’ADN de deux façons différentes. Cela détermine quel brin est
clivé en premier (étoiles bleues). Dans tous les cas étudiés, le protomère
activé est celui dont la queue C-terminale est liée par l’autre. (b) Ces
deux duplex courbés différemment peuvent être combinés en trois diffé-
rents complexes synaptiques : deux plus productifs avec des orientations
antiparallèles (en haut) et un non-productif en orientations parallèles (en
bas). Tirée de Grindley et al. 2006 [46]

1.2.3 Mécanisme d’échange de brins Xer au site dif

L’échange de brins est réalisé au sein d’un complexe nucléoprotéique

impliquant les deux sites ADN à recombiner et un hétérotétramère consti-

tué de deux XerC et deux XerD. Le clivage et l’échange de brin se dé-

roulent de manière diagonale. Un premier couple de recombinases réalise
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le premier échange de brins. De manière similaire au système Cre, les re-

combinases Xer clivent l’ADN cible en cis entre leur site de fixation et la

région centrale [32, 36, 42, 23]. Le groupement hydroxyle de la Tyrosine

catalytique attaque le phosphate scissile de la liaison phosphodiester de

l’ADN qui a été fragilisée par l’environnement de la poche catalytique de

la recombinase. Cette substitution nucléophile crée d’une part une liaison

covalente de type phosphotyrosyle entre la recombinase et l’ADN en 3’,

d’autre part libère une extrêmité 5’-OH (voir Figure 1.5). L’extrémité 5’-

OH labile peut soit attaquer de nouveau le même phosphate, soit envahir le

brin complémentaire du site opposé et attaquer le phosphate de la liaison

phosphotyrosyle opposée. Les données cristallographiques obtenues pour

Cre sur un site loxP suggèrent que l’homologie est testées sur trois bases

[47]. Le segment d’ADN de 3 pb est ensuite stabilisé par des interactions de

type Watson-Crick ou Wooble. Cela permet à l’extrémité 5’-OH d’attaquer

la liaison phosphotyrosyle du complexe recombinases/ADN adjacent. Une

liaison phosphodiester ADN/ADN est ainsi recréée. Ce premier échange

de brins donne lieu à la formation de l’intermédiaire de réaction appelé

Jonction de Holliday (HJ).

Comme détaillé dans la partie traitant des domaines d’interactions entre

les recombinases au sein de l’hétérotétramère, le couple de recombinases ac-

tif correspond à celles donnant leur extrémité Cter en cis. Une isomérisation

du complexe de recombinaison est donc nécessaire pour permettre l’acti-

vation du second couple de recombinases initialement inactif. Un second

échange de brins basé sur le même mécanisme que le premier va donc être

catalysé par l’autre couple de recombinases et résoudre la HJ en produit.

L’échange de brins est dit séquentiel.

Une homologie des régions centrales entre les deux ADN partenaires

est donc requise pour permettre l’échange de brins. Bien que différents sys-
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tèmes aient évolué en outrepassant cet aspect (voir partie sur les IMEXs),

l’absence d’homologie est attendue comme étant défavorable à l’échange de

brins soit parce que la HJ n’est pas formée, soit parce qu’elle est instable et

reconvertie en substrat. Si l’homologie est présente sur une grande région

ADN des phénomènes de migration de la structure branchée seront alors

observés en absence de recombinases [48, 49, 50, 51]. L’étude du méca-

nisme de recombinaions et des différentes étapes le composant fut permise

grâce au développement de deux outils. L’un est l’utilisation de mutants

catalytiques des recombinases. Le second est l’utilisation d’hexapeptides.

En effet, les études réalisées notamment sur Cre, λ Int., Flp et Xer ont

demontré que la HJ peut être bloquée par des hexapeptides riches en acides

aminés aromatiques qui inhibent l’échange de brins [52, 53, 54, 55, 56]. Plus

précisément les données cristallographiques réalisées sur Cre indiquent que

ces hexapeptides se lient dans la région centrale au niveau de la jonction

entre l’ADN et la recombinase. Ils intéragissent avec les bases qui sont

exposées au solvant et situées à la jonction de la branche. Cette liaison

peptidique induit des changements conformationnels importants des brins

d’ADN qui affectent la géométrie du site actif des recombinases [52].

Dans le cas de la recombinaison XerCD, le complexe nucléoprotéique

implique deux types de monomères différents. Il existe alors plusieurs voies

de recombinaison possibles selon si le premier échange de brins est réalisé

par XerC ou XerD (voir Figure 1.15). La HJ résultant de cet échange

peut ensuite être résolue de deux manières. Soit la HJ est résolue par le

second couple de recombinases et donne lieu à l’obtention de deux produits

identiques. Soit la fourche de réplication passe au travers de la HJ donnant

lieu d’une part à un produit d’autre part à une molécule équivalente au

substrat initial.
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Figure 1.15 – Les différentes voies de recombinaison possibles
pour XerCD. Modèle basé sur le pardigme de Cre-loxP. Les mono-
mères actifs sont indiqués par une astérisque. XerD et XerC sont res-
pectivement représentées en bleu et en vert. Les deux sites dif substrats
à recombiner sont représentés par des doubles lignes rouges et noires.
Tirée de P. Zawadzki et al. [29]

1.3 Fonction cellulaire de la machinerie Xer

et implication dans le maintien de l’infor-

mation génétique

1.3.1 La résolution des dimères de chromosomes

Dans leur fonction bactérienne, les recombinases XerCD ont un rôle

de résolvases puisqu’elles catalysent un évènement de recombinaison en

intra-moléculaire entre deux sites en orientations directes. Elles assurent

ainsi une transmission verticale de l’information génétique contenue dans

les chromosomes.
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L’utilisation de mutants thermosensibles pour les protéines de la divi-

sion cellulaire a démontré que la recombinaison Xer au site dif n’est réalisée

qu’après l’assemblage complet du divisome [57, 58, 59]. Elle est donc régu-

lée temporellement par rapport au cycle cellulaire bactérien. Bien que la

résolution des dimères de chromosomes (CDR) ne nécessite aucune région

accessoire en dehors du site dif lui même, la localisation du site est im-

portante pour la recombinaison puisque tout déplacement du site dif sur

le chromosome (près de l’ori ou dans lacZ ) conduit au même phénotype

de filamentation que la délétion du site [12]. De plus l’excision de cassettes

ADN contenant deux sites dif en répétitions directes et situées en différents

loci a mis en évidence que la recombinaison dif n’apparaît que dans une

région limitée du domaine Ter du chromosome. Cette région appelée DAZ

pour "Dif Activity Zone" est réduite à 20kb autour du site dif chez E.coli

[60, 61]. La recombinaison Xer entre deux sites dif est donc également

régulée spatialement [62, 59, 61, 31].

Contrôle spatio-temporel par FtsK

Ce fut la découverte du rôle de la protéine FtsK dans la ségrégation du

chromosome qui conduit à une meilleure compréhension de la régulation

spatio-temporelle de la recombinaison dif. FtsK est une protéine de la di-

vision cellulaire transloquant l’ADN à travers le septum de division. Lors

de la fermeture du septum de division, tout ADN chromosomique encore

présent au niveau du septum suite à une mauvaise ségrégation ou la for-

mation d’un dimère est "vu" par FtsK et transloqué de part et d’autre du

septum [62, 63].

La translocation de l’ADN par FtsK est orientée vers dif grâce à des

séquences orientée présentes sur le chromosome et appelées KOPS (ftsK

Oriented Polar Sequence). Le rôle des séquences KOPS dans le chargement
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Figure 1.16 – Représentation schématique de la protéine FtsK
avec les quatres hélices transmembranaires du domaines Nter, le linker et
le domaine Cter constitué du moteur α-β impliqué dans la translocation
de l’ADN et le domaine γ impliqué dans l’activation de la recombinaison
Xer . Tiré de Midonet C. et Barre F.-X. [7]

de FtsK sur l’ADN est quant à lui encore discuté [64, 65, 66, 67, 68].

Présentation de la protéine FtsK : FtsK de E.coli (1329 aa) fut iden-

tifiée en 1995 lors de la recherche de mutants thermosensibles (température

permissive de 200C et non permissive de 370C) présentant un phénotype

de filamentation chez E.coli [69]. Dû à son implication dans la division

cellulaire, la protéine FtsK (pour Filamentous Temperature Sensitive) est

essentielle chez E.coli [70, 71, 72, 73]. La protéine FtsK est constituée

d’un domaine N-terminal relié à un domaine C-terminal par un linker de

longueur et séquence variable entre les différentes espèces mais riche en

Glutamine et Proline [62].

Le domaine Nter, localisé au septum, présente quatre domaines trans-

membranaires [74]. Il intéragit avec FtsZ et joue un rôle important dans la

division cellulaire (voir Figure 1.16) [75, 70, 76].

Le domaine Cter, lui, est très conservé à travers le règne bactérien
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[77]. Il est impliqué dans la résolution des dimères de chromosomes et la

translocation de l’ADN à travers le septum au cours de la constriction [78].

Il est similaire au domaine Cter de la protéine SpoIIIE, une translocase

transférant l’ADN de B. subtilis dans le pré-spore au cours de la sporulation

[79, 80, 63, 81]. Le domaine Cter est lui même sous-divisé en deux sous

domaines α et β séparés par deux feuillets bêta et formant le moteur de

translocation. Un troisième sous-domaine : le domaine γ, est impliqué dans

le chargement orienté de FtsK sur l’ADN et l’activation de XerD au cours

de la recombinaison spécifique de sites [82].

Les données structurales obtenues sur les Cter de protéine FtsK de

Pseudomonas aeruginosa et E.coli indiquent que ce domaine est hexa-

mérique [83, 84]. L’hexamère est constitué de 6 monomères identiques et

symétriques les uns par rapport aux autres, formant un diamètre de 120 Ȧ

(voir Figure 1.17). L’héxamérisation a lieu lorsque FtsK rencontre l’ADN

au moment de la fermeture du septum de division [85].

Translocation de l’ADN par FtsK :

Au centre de l’hexamère se situe un canal de 30 Ȧ de diamètre assez large

pour laisser passer de l’ADN double-brin, ce qui suggère que l’ADN est

transloqué à travers l’hexamère [84, 68, 86]. La translocation est dépen-

dante de l’hydrolyse de l’ATP, fonction portée par le sous-domaine β du

moteur en Cter. L’activité ATPase est présente dans chaque sous-unité.

La vitesse de translocation de FtsK est très élevée avec «12 kb/s´1 [87].

Ce qui pose de nombreuses questions sur son mécanisme d’hydrolyse et de

translocation. Actuellement deux modèles peuvent être considérés. Le pre-

mier proposé par Massey et al. en 2006 est celui de "chenille en rotation"

où chaque sous-unité est active de manière séquentielle [84].

Ceci suggère un haut degré de coopérativité entre les différentes sous-
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Figure 1.17 – Structure cristallographique de la protéine FtsK.
(A) Structure cristalline de FtsKC de E.coli (gauche) et P.aeruginosa (au
milieu). FtsKC contient deux domaines α et β. Le domaine α est spéci-
fique de FtsK et le domaine β est relaté à RecA. A droite est représenté
le dimère en têtes bêches de deux domaines Cter obtenu fréquemment au
cours des cristallisations de FtsKC de E.coli et P.aeruginosa (mais sur-
ement artéfactuel ou sans activité biologique). (B) Structure cristalline de
l’hexamère PaFtsKCDg vu de côté (gauche) et par dessus (droite). Les six
sous-unitées forment un anneau de 120Ȧ de diamètre avec un canal central
de 30Ȧ. Tiré de Massey et al. [84]

.

unités. Lors des expériences réalisées in vitro, Massey et al. ont mélangé

dans des proportions croissantes des monomères FtsKC sauvages de P.

aeruginosa avec des concentrations croissantes de monomères FtsKC mu-

tants incapables de lier l’ATP. En mesurant l’hydrolyse de l’ATP [88], ils

ont noté une décroissance exponentielle de l’activité catalytique. Il en ont
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déduit que la translocation se fait par rotation et qu’il y a une activation

séquentielle des différents monomères.

Cependant ce modèle fut déstabilisé par les données de E. Crozat et

al. en 2010 utilisant le FtsKC de E.coli in vitro [89]. Dans cette étude, ils

utilisèrent des dimères ou trimères de FtsKC au sein desquels les mono-

mères sont reliés par un linker afin de contrôler le nombre de monomères

mutants pour l’hydrolyse de l’ATP au sein de l’hexamère. Leur mesure

de l’hydrolyse de l’ATP suggéra que la translocation en présence de deux

sous-unités mutées possède la même vélocité que le sauvage. Ils réfutent

alors le modèle de chenille en rotation et proposent le "modèle d’escorte".

Ce modèle propose que lors de la translocation, une sous-unité de l’hexa-

mère capable d’hydrolyser l’ATP et d’avancer sur l’ADN peut entrainer les

autres sous-unités si elles sont mutées. Il n’y aurait pas de translocation

par hydrolyse de l’ATP de manière séquentielle.

En 2015 l’équipe de Ninning L. et al. [90] proposent un modèle à l’inter-

face des deux autres, basé sur leurs résultats obtenus avec SpoIIIE in vitro

et utilisant des techniques de biophysique. Leurs résultats sont en faveur du

modèle de chenille en rotation mais les sous-unités de l’hexamère travaillent

deux par deux comme dans le modèle d’escorte. L’ADN est transloqué par

deux monomères adjacents en même temps. Si l’un des deux est affecté

pour l’hydrolyse de l’ATP il escorte simplement celui capable d’hydrolyse.

Par contre si les deux monomères adjacents sont inactifs pour l’hydrolyse

d’ATP, l’ADN ne peut être transloqué (voir Figure 1.18).

Directionnalité de la translocation de l’ADN :

La combinaison des données de génétique, bioinformatique, biochimie et

molécule unique a permis d’identifier les séquences KOPS responsables de

la translocation orientée de FtsK [91, 92, 64]. Ces motifs de 8pb "GG-
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Figure 1.18 – Modèle d’escorte et de rotation lors de la trans-
location de SpoIIIE. (A) Diagramme schématisant la translocation et
rotation de l’ADN au cours de l’avancée de SpoIIIE sur un brin d’ADN.
Les unités monomériques de l’hexamère sont espacées par un angle de 600.
Les phosphates de l’ADN (représentés par des cercles jaunes) sont espa-
cés de 340 et les contacts avec l’ADN entre deux sous-unités sont espacés
de 690. Après une translocation de 2bp une rotation de l’ADN de 90 de-
grés est opérée pour pouvoir aligner les prochaines sous-unités réalisant
la translocation avec les phosphates de l’ADN. (B) Diagramme schémati-
sant comment le modèle d’escorte de deux sous-unités peut outrepasser un
défaut d’hydrolyse d’ATP (en rouge) dans l’une des sous-unités malgré le
modèle de rotation en chenille. Un seul brin d’ADN est représenté pour
plus de simplicité (orange). Les phosphates sont indiqués par des cercles
jaunes. Le monomère capable d’hydrolyser l’ATP est en vert. La sous-unité
exécutant la translocation est représentée par une étoile. Après avoir effec-
tué une translocation de 2bp, une rotation est effectuée et les monomères
impliqués changent.Tiré de Ninning L. et al. 2015 [90]

GNAGGG" permettent une translocation de FtsK convergeant vers dif.

Ces motifs expliquent alors la DAZ puisque dif devra se retrouver à la
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convergence des KOPS pour être "vu" par FtsK. Ils permettent alors un

alignement des sites dif au milieu de la cellule : lieu de fermeture du septum

où se trouve ancrée FtsK (voir Figure 1.19).

Figure 1.19 – Rôle des KOPS dans la régulation de la transloca-
tion de l’ADN par FtsK : gauche = effet des KOPS sur la direction du
mouvement de FtsK. La séquence consensus des KOPS de E.coli est indi-
quée dans le rectangle orange. Sa directionnalité est donnée par la flèche
verte. Les héxamères de FtsKC est représenté par des sphères oranges et
suivent la polarité indiquée par les KOPS et qui est représentée par des
flèches vertes. droite = Rôle de FtsK dans la résolution des dimères de
chromosomes. L’activité translocase de FtsK amène les deux sites dif d’un
dimère de chromosome l’un en face de l’autre. Ils se situent alors au sep-
tum et en orientation antiparallèle, orientation propice à la formation de la
synapse de recombinaison. FtsKC intéragit directement avec XerD (repré-
senté par une sphère verte) et active la recombinaison spécifique de site.
XerC est représentée par une sphère bleue. Tirée de Thanbichler M. [93]

.

Activation des Xer par FtsK et voie de résolution des dimères de

chromosomes

Le domaine Cter de FtsK fut caractérisé comme nécessaire à la CDR

[62, 94]. Deux hypothèses majeures s’affrontaient cherchant à savoir si le

rôle de FtsK dans la CDR reposait sur la favorisation de la formation des
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synapses de recombinaison ou sur son activation. Des études utilisant du

psoralène (agent pontant) et des sites dif en différents loci ont démontré

que les sysnapses de recombinaisons se formaient entre deux sites dif même

en dehors de la DAZ et dans un contexte FtsKC- [62]. Ils en conclurent que

celles-ci peuvent se former même en l’absence de FtsK suite à la proximité

des sites post-réplication. Cependant leur fréquence de formation en était

fortement affectée par la rapide ségrégation des deux chromatides soeurs

entre les deux cellules filles. Ces synapses donnent lieu à un échange réa-

lisé par XerC mais la HJ en résultant est peu stable et vite révertée in

vivo comme in vitro [62] ; XerD étant alors inactive [44, 95, 96]. Lors de la

CDR le domaine γ de l’extrême Cter de FtsK (62 aa chez E.coli) active la

recombinase XerD pour le premier échange de brins. Les données de biolo-

gie moléculaire et structurales indiquent que γ interagit directement avec

XerD au niveau du domaine Cter [97, 82, 98]. L’activité de translocation de

FtsK n’est pas nécessaire à l’activation de la recombinaison et des essais de

recombinaison in vitro ont pu être reproduits en utilisant des recombinases

Xer fusionnées au domaine γ [99].

Les données in vitro et de molécule unique ont permis d’aller plus loin

dans le mécanisme de recombinaison se réalisant au cours de la CDR. Les

synapses entre deux sites dif se forment préalablement à l’arrivée de FtsK.

Lorsque FtsK arrive au contact de celle-ci elle, est stoppée par le com-

plexe et son domaine γ active alors XerD [100]. La conformation de la

synapse est modifiée, l’échange de brin catalysé par XerD donne lieu à une

HJ s’isomérisant rapidement dans une conformation favorable à un second

échange catalysé par XerC. Les données de molécule unique couplant trois

techniques de biophysique (PIFE, FRET, PSF) semblent indiquer que l’iso-

mérisation du complexe fait suite à la dissociation de FtsK [87, 29]. Ces

données montrant FtsK agissant sur des synapses préformées vont à l’en-
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contre du modèle établi auparavant et proposant que FtsK agit sur XerD

avant la formation de la synapse pour permettre la formation de "synapses

pro-XerD". Si FtsK arrivait sur une synapse "pro-XerC" elle devait la

"casser" à la faveur de celles faites par XerD.

1.3.2 Résolution des caténanes

La ségrégation des chromatides soeurs issues de la réplication conduit à

une surtension des brins non répliqués via une accumulation de supertours

positifs en amont de la fourche de réplication. Afin de permettre une bonne

progression de la fourche de réplication ces tensions peuvent être relâchées

par l’activité de la Topoisomérase IV et de la Gyrase. Elles peuvent éga-

lement diffuser en aval de la fourche, le long des chromatides soeurs qui

formeront alors des précaténanes qui correspondent à un enchevêtrement

entre les deux molécules nouvellement répliquées [101]. S’ils ne sont pas

résolus, ces précaténanes donnent lieu à des caténanes à l’issue de la répli-

cation.

La TopoIV et la Gyrase appartiennent à la famille des toposiomérases

de type IIA. Chez E.coli la TopoIV semble plus efficace pour la décaténa-

tion de l’ADN que pour relâcher le superenroulement positif et inversement

pour la Gyrase. Ces deux différences fonctionnelles suggèrent que TopoIV

semble agir en aval de la fourche de réplication pour résoudre les précaté-

nanes et les caténanes, lorsque la Gyrase n’a pas pu réduire suffisament le

superenroulement positif en amont de la fourche [102, 103, 104]. De ma-

nière intéressante TopoIV semble agir préférentiellement dans la région de

terminaison de la réplication [105, 103]. TopoIV possède un mécanisme de

topoisomérisation, au cours duquel il y a clivage d’un double brins d’ADN.

[106, 107].
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La recombinaison in vitro sur plasmides superenroulés et contenant

deux sites loxP en répétition directe, conduit à la formation de produits

fortement caténés en présence des recombinases Cre [108]. Cependant le

produit d’un tel évènement de recombinaison impliquant deux sites dif, la

machinerie XerCD et FtsK50C( Cter de FtsK avec 50aa du linker, forme

de FtsK capable de translocation et d’activation de XerD) conduit à l’ob-

tention de deux cercles libres [108]. Ces résultats suggèrent donc que la

machinerie XerCD et FtsK peuvent résoudre les caténanes. Ces résultats

furent confirmés par la suite par des études de recombinaison sur plasmide

mais in vivo [109].

Le modèle :

FtsK joue un rôle clé puisqu’il agit sur deux niveaux. La translocation

de FtsK déplace localement tout caténane, noeud ou superenroulement

non essentiel en dehors de la synapse de recombinaison. Ensuite elle active

XerD pour l’échange de brins. Il semble que le système ne soit pas capable

de faire la distinction entre deux caténanes et un dimère présentant des

noeuds, puisque l’environnement local des deux sites dif sera le même. La

machinerie peut donc résoudre à la fois les monomères encaténés et les

dimères "noués" [108, 109].

Le mécanisme de décaténation par FtsK et XerCD est dit "d’étapes

par étapes". Une molécule d’ADN présentant un nombre "n" d’enche-

vêtrements va réduire étapes par étapes sont nombre d’enchevêtrements

en passant alternativement par les états de monomères caténés à dimères

noués et cela jusqu’à l’obtention de cercle ouverts libres (voir Figure 1.20).

Les caténanes présentent un nombre paire d’enchevêtrements et les noeuds

un nombre impair.

Notons que la recombinaison spécifique de site entre deux sites en orien-
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Figure 1.20 – Décaténation par XerCD-FtsK vs TopoIV. (A) : La
décaténation chez E.coli est normalement réalisée par TopoIV une topoiso-
meerase de type II. Pour un caténane de 4 enchevêtrements contenant deux
sites dif parallèles, TopoIV résoudra le caténane en 2 étapes alors (voie du
bas) en réalisant deux crossings à chaque étape. XerCD-FtsK résoudra ce
même caténane en 4 étapes (voie en zig-zag) en réalisant un crossing à
chaque étape. (B) : Les mécanismes de simplification de la topologie pour
TopoIV et FtsK-XerCD sont illustrés. Tiré de M. Jayaram et al. [25]

tations antiparallèles ne crée pas de modification du superenroulement ex-

cepté en cas de recombinaison entre deux sites au cours d’une réaction

d’inversion (sites en répétition indirecte). En effet des essais sur Cre, Flp

et λ Int ont démontré une modification locale du superenroulement lors

des recombinaisons d’inversions qui serait dû au piégeage d’un "crossing"

simple dans le complexe de recombinaison [110, 108, 41, 111]. Les deux pro-

duits obtenus à partir d’une telle réaction ont différentes topologies avec

respectivement un superenroulement de -2 et +2.
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1.4 Détournement de la machinerie Xer par

les éléments génétiques mobiles et impli-

cation dans le transfert horizontal de gènes

1.4.1 Résolution des dimères de plasmides

De manière identique aux chromosomes circulaires, la recombinaison

homologue peut conduire à la multimérisation des plasmides et autres

ADN circulaires en cas de nombre impair de crossing-over entre les deux

brins néo-répliqués. La formation du multimère impacte tous les plasmides

à faible nombre de copies puisque ceux-ci interfèrent avec le système de

partition et donc compromet la transmission verticale du plasmide. Elle

impacte également les plasmides à haut nombre de copies car un dimère a

deux fois plus de chance de se répliquer et les formes multimériques finissent

donc par être accumulées au sein de la cellule. Beaucoup de plasmides et

phages possèdent alors leur propre machinerie de recombinaison spécifique

de site pour résoudre ces multimères tels que le phage P1 avec les recombi-

nases Cre [112], ou la recombinases Mrpa du plasmide SCP2 présent chez

Streptomyces coelicolor [113]. La plupart du temps ces recombinases sont

similaires à des résolvases ou intégrases. Cependant certains plasmides ne

possèdent pas leur propre machinerie de résolution des multimères de plas-

mides (PMR) et piratent la machinerie XerCD.

Historiquement, c’est l’étude du plasmide ColE1 présent chez E.coli

qui permis de découvrir le gène xerC lors d’un crible génétique visant à

identifier la recombinase utilisée par ColE1 [19] pour la PMR. Par la suite

ce sont surtout les études portées sur ColE1 et pSC101 qui déverrouillèrent

notre compréhension sur ce système.
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Les plasmides pSC101 et ColE1 possèdent un site de recombinaison

d’environ 150-180bp nommés psi et cer respectivement [114, 115, 33, 19,

116]. Ces sites contiennent un site coeur similaire à dif car possédant les

séquences de fixation pour XerC et XerD mais dont les régions centrales

diffèrent du site dif de la bactérie hôte (une région centrale équivalente

conduirait à l’intégration du plasmide dans le chromosome bactérien). En

plus de ce site coeur, à environ une centaine de paires de bases se trouvent

des séquences accessoires, sites de fixation des facteurs cellulaires PepA

et ArgR (pour cer) et PepA et la forme phosphorylée de ArcA (pour psi)

[115, 117, 118]. PepA est une aminopeptidase et protéine de liaison à l’ADN

alors que ArgR et ArcA sont des régulateurs transcriptionnels [118, 119]

(voir Figure 1.21A).

PepA, ArgR et ArcA créent un filtre topologique

De manière étonnante la recombinaison XerCD semble sensible à la

topologie puisque pour les sites cer et psi elle résout les multimères en

monomères mais ne crée pas de nouveaux multimères. Pour la plupart des

recombinases à Tyrosines, des superenroulements peuvent être piégés lors

de la réaction de recombinaison et donner lieu à des produits présentant

une grande variabilité de topologie. On parle de collision aléatoire (voir

exemple de Int. Figure 1.21B). Dans le cas de psi, le produit obtenu pré-

sente toujours la même topologie : deux plasmides caténés avec quatre

enchevêtrements. La PMR est donc contrainte par un filtre topologique.

Pour cer ce filtre topologique existe également mais la recombinaison est

bloquée à l’étape de la Jonction de Holliday (voir çi-après).

Nous avons vu dans la partie traitant de FtsK, que la translocation de

l’ADN par cette dernière permet de déplacer localement les superenroule-
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Figure 1.21 – Sites cer et psi et topologie du produit de recom-
binaison. (A) : Représentation schématique des sites cer et psi indiquant
de manière qualitative les positions des sites de fixations des protéines
accessoires PepA, ArgR et ArcA par rapport à XerC et XerD. (B) : La
recombinaison Xer à psi donne un produit "right-handed" caténé de 4
enchevêtrements. Gauche = observation au microscope électronique après
traitement à la DNaseI pour retirer le supercoiling. Droite = gel d’électro-
phorèse montrant un ADN circulaire contenant des sites attP en répétition
directe et recombiné par Int. du phage λ versus une molécule circulaire
contenant deux sites psi en répétition directe et recombinés par XerCD,
PepA et ArcA. On observe une échelle de différents enchevêtrements dans
le cas de λ alors qu’avec psi le produit est toujours un caténane à 4 enche-
vêtrements. Tiré de Colloms S. D. 2013 [120]



54 Introduction : Détournement de la machinerie Xer...

ments inutiles et résoudre des caténanes de plasmides via XerCD. Cepen-

dant dans le cas de la PMR FtsK n’intervient pas. Le filtre topologique est

le résultat de la fixation de protéines accessoires PepA, ArgR ou ArcA sur

les sites cer et psi [121]. Ces observations sont notammment soutenues par

les expériences réalisées in vitro utilisant des fusions loxP-psi sur lesquelles

la recombinaison Cre est testée en présence de PepA [42]. Alors que la

recombinaison Cre se fait normalement par collision aléatoire (comme λ),

dans ces conditions, les produits obtenus présentent une topologie de deux

caténanes avec quatres enchevêtrements. Ces résultats suggèrent également

que PepA joue un rôle majeur dans l’établissement du filtre topologique

puisque ArcA phosphorylée est absente de ces réactions de recombinaison.

Le modèle basé sur les prédictions mathématiques de l’analyse de l’en-

chevêtrement [122] et les résultats des structures de PepA aux rayons X

[123, 124] est le suivant : La raison pour laquelle le produit de recombinai-

son n’est obtenu que pour des sites présents sur la même molécule d’ADN

en orientation directe et que le produit de recombinaison possède toujours

la même topologie consistant en deux caténanes avec quatre enchevêtre-

ments, est que la synapse de recombinaison est toujours la même grâce

au filtre topologique. Cette synapse ne peut être formée que dans le cas

de sites en orientations directes. Pour être formée correctement l’ADN des

sites de recombinaisons doit être enroulé un certain nombre de fois autour

des protéines accessoires PepA et ArgR ou ArcA. Le tout au sein d’un plec-

tonème où l’ADN superenroulé négativement est dit "right-handed" (voir

Figure 1.22).

Plus précisément ce filtre implique trois tours d’ADN autour de deux

hexamères de PepA et un hexamère de ArcA phosphorylées ou ArgR (voir

Figure 1.23).
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Figure 1.22 – Le filtre topologique contrôle la catalyse de Xer
pour la résolution des dimères de plasmides : Représentation sché-
matique du filtre topologique exercé par PepA (P) et ArgR ou ArcA (A)
lors de la PMR. Les cercles oranges représentent les protéines accessoires.
Les traits verts représentes les séquenes accessoires. En violet et en rose
sont représentés les deux monomères plasmidiques. Dans le cas de cer (mi-
lieu) la réaction est bloquée à la HJ. Dans le cas de psi (bas) un double
échange de brins est réalisé. Tiré de Midonet C. et Barre F-.X. [7]

Échanges de brins au cours de la résolution des dimères de plas-

mides

Dans cette conformation de synapse, la recombinase XerC est active

et réalise le premier échange de brins donnant lieu à l’intermédiaire de

recombinaison qu’est la HJ [33, 14]. Pour cer, XerD ne peut pas résoudre

cette HJ en produit [34]. Le passage de la fourche de réplication résoudra

partiellement ce dimère, donnant lieu à un produit monomérique et un

produit dimérique (voir Figure 1.22). Dans le cas des sites psi, la HJ sera
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Figure 1.23 – Modèle du filtre topologique exercé par PepA et
ArgR sur un site cer . Les séquences accessoires de cer sont enroulées
autour de deux hexamères de PepA (bleu) et un hexamère de ArgR (rouge).
Le tétramère de XerCD (rose et cyan respectivement) a été représenté se-
lon la structure cristallographique existante pour Cre. Les sites de fixation
de XerC et XerD sont représentés en rose et bleu respectivement. CTD :
domaine C-terminal. NTD : domaine N-terminale. En orange et jaune sont
représentées les mutations dans PepA qui affectent l’activation de la recom-
binaison Xer pour la PMR, selon si elle sont dans le domaine Nter ou dans
la région putative de fixation à l’ADN. Tiré de Colloms S.D. 2013 [120]

résolue en produit par un second échange de brins réalisé par XerD. Le

fait que les sites psi soient capables d’activer XerD laisse présumer que la

synapse diffère donc légèrement de celle de cer. De manière intéressante

l’inversion des sites psi donne lieu à une recombinaison initiée par XerD et

dont le second échange de brins est réalisé par XerC [125]. Ceci suggère que

des contraintes topologiques peuvent changer l’ordre d’échange des brins

en déterminant quelle recombinase sera active dans la synapse.
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1.4.2 Les IMEXs (Integrative Mobile Element using

Xer)

Introduction des IMEXs

Les génomes de la plupart des éléments mobiles intégratifs tels que les

phages lysogéniques, les transposons ou les îlots génétiques, codent pour

leur propre intégrase. Cette enzyme (souvent une recombinase à Tyrosine)

catalyse un échange de brins par recombinaison entre deux sites ADN pour

fusionner le génome de l’élément mobile à celui de l’hôte dans la cas de

l’intégration et inversement dans le cas d’une excision. Souvent l’enzyme

permettant l’intégration est la même que celle réalisant la recombinaison

d’excision, mais les complexes synaptiques mis en jeux diffèrent. Dans le

cas de l’intégrase Int. du phage λ par exemple, la synapse utilisée pour l’in-

tégration utilise le facteur de l’hôte IHF, un hétérodimère liant l’ADN et

ayant un rôle architectural dans la synapse de recombinaison en se fixant

sur des sites accessoires présents sur le phage [126, 127]. Dans la cas de

l’excision ; elle utilise IHF, Fis et Xis un facteur phagique [128, 129]. Ces

protéines se lient également sur les sites accessoires présents sur le phage,

et la synapse de recombinaison formée est architecturalement différente de

celle utlisée pour l’intégration. Le fait d’encoder pour sa propre recombi-

nase et de dépendre de facteurs différents pour l’intégration et l’excision

permet donc de réguler la forme lysogénique et la stabilité de l’élément

dans le génome de l’hôte.

Cependant certains éléments génétiques mobiles intégratifs trouvés chez

les bactéries ne possèdent pas leur propre intégrase. Pour intégrer leur gé-

nome dans celui de l’hôte ils utilisent la machinerie Xer bactérienne. On

parle d’IMEX (pour Integrative Mobile Element using Xer). Pour ce faire,

ils possèdent dans leur génome une séquence nucléotidique d’attachement
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(attP) similaire au site dif (attB). Celui-ci est reconnu par les recombinases

Xer qui catalysent alors une réaction de recombinaison en intermoléculaire

entre le site dif et le site attP. Dans cette fonction XerC et XerD jouent

donc un rôle d’intégrases et catalysent la réaction opposée à leur rôle bio-

logique ; à savoir fusionner deux molécules au lieu de les séparer. Lors de ce

processus deux sites recombinés sont créés : attL et attR pour site gauche

(Left) et site droit respectivement (Right) (voir Figure 1.24). Le site attL

est constitué du site de fixation de XerD anciennement sur attP ainsi que

les 3 pb de la région centrale adjacente, et l’autre moitié du site dif initial

contenant le bras de fixation de XerC. Le site attR, lui, est formé de la

moitié du site dif contenant le site de fixation de XerD et l’autre moitié de

attP pourvue du site de fixation de XerC (voir Figure 1.24). Dans le cas

des IMEXs, le site attR devient le nouveau site dif utilisé par la souche

pour la CDR. Il peut toujours être la cible d’autres IMEXs et permettre

de multiples évènements d’intégrations successifs. Il est alors possible de

retracer l’ordre d’arrivée des IMEXs dans une souche bactérienne en par-

tant du postula que seules les intégrations entre un site attP et un site dif

(ou nouveau site dif ) sont possibles. L’IMEX le plus éloigné du site dif est

le plus anciennement intégré.

Lors d’un évènement d’excision, les sites attL et attR recombinent et

redonnent les sites initiaux attP et dif. Notons qu’en cas de multiples évè-

nements d’intégrations, l’excision reforme le site dif initial mais le site attP

est un hybride de deux sites attP (voir Figure 1.24).

Les IMEXs peuvent être classés en plusieurs catégories selon leur site

attP et leurs différentes stratégies de détournement de la machinerie Xer.

Le modèle bactérien V.cholerae présente l’avantage d’être ciblé par au

moins trois des quatre catégories d’IMEXs découvertes à ce jour.



59

Figure 1.24 – Intégrations successives des IMEXs dans un site dif.
Les triangles indiquent les sites de recombinaison attP, dif ou attL et attR
après intégration. Les sites sont orientés comme suivant : le site de fixation
de XerC est du côté du bord large du triangle et le triangle pointe vers le
site de fixation de XerD. Tirée de Midonet C. et Barre F.-X. [7].

Les IMEXs type CTXΦ

Historiquement les IMEXs furent découverts avec l’étude du phage fi-

lamenteux CTXφ (Cholera Toxin Phage), dont le génome code pour la

toxine cholérique ; l’un des deux facteurs majeurs de pathogénicité de V.

cholerae. En 2002, Kathryn E. Huber et Matthew K. Waldor remarquèrent

que le prophage CTXφ est intégré à proximité du site dif et qu’une version

CTX-Kn du phage n’est plus capable de s’intégrer dans des mutants delété

en XerC ou XerD [130]. Cependant le mécanisme d’intégration restait peu

clair étant donné qu’aucun site présent sur le phage ne semblait remplir

les conditions pour être capable de recombiner avec le site dif de l’hôte.

Deux sites putatifs étaient présents dans le génome de CTXφ. Le premier

attP1 ne possède pas suffisamment d’homologies dans la région centrale

par rapport au site dif cible pour permettre une stabilisation au cours

de "l’envahissement de brins" post-clivage. Le second, attP2, possède une

région centrale supérieure à 8bp, ce qui devrait empêcher les interactions

cycliques nécessaires entre les recombinases dans la synapse de recombinai-

son (voir Figure 1.26 A et B).
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La recombinaison des cassettes des intégrons inspire la décou-

verte du mécanisme d’intégration de CTXφ :

C’est en 2005 que le mécanisme d’intégration concernant la formation du

site de recombinaison dans le cas de CTXφ et des autres IMEXs apparte-

nant à la même famille est élucidé. Cette découverte fut possible grâce aux

travaux réalisés sur les intégrons. Les cassettes d’intégrons sont des mo-

dules génétiques mobiles constitués de petites cassettes d’ADN contenant

une ORF sans promoteur et un site de recombinaison attC. Ces cassettes

s’insèrent dans la plateforme de l’intégron composée d’un gène codant pour

une intégrase, d’un site attI et de deux promoteurs en orientations oppo-

sées, l’un pour la transcription de l’intégrase et l’autre dirigée vers attI

(voir Figure 1.25). L’intégrase appartient à la famille des recombinases à

Tyrosine. Elle catalyse l’insertion des modules contenant un site attC dans

le site attI (pour revue plus détaillée sur les intégrons voir [131]).

Des premiers résultats réalisés in vitro avaient démontré que l’intégrase

IntI de l’intégron se fixait mieux sur le simple brin "bottom" contenant un

site attC que sur un site attC double brin, et laissaient supposer un rôle

important dans la formation de structures secondaires au niveau du site

attC [132, 133]. En 2005 M. Bouvier et al. [134] démontrent alors par une

approche génétique délivrant par conjugaison le brin "bottom" ou "up"

dans une cellule receveuse, que la forme simple brin du brin "bottom" est

la forme intégrative utilisée par les cassettes attC. L’ADN impliqué est

replié en une structure secondaire de type épingle à cheveux pour former

localement un site double brins utilisé par la recombinase lors de la recom-

binaison attI/attC. Le site d’intégration attI reconnu par IntI est lui sous

forme double brin dans le génome.
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Figure 1.25 – Capture de gènes par les intégrons et modèle d’in-
tégration d’une cassette portant un site attC : Aperçu du processus
par lequel les cassettes de gènes circulaires sont régulièrement insérées au
site attI dans un intégron et en aval du promoteur fort Pc. intI : gène
codant l’intégrase. Tirée de G. Cambray et al. [131] .

Mécanisme d’intégration de CTXφ :

Basé sur les études réalisées sur les intégrons et en parallèle de ce travail

M.-E. Val et al. [135] déterminent alors que dans le cas des IMEXs de types

CTXφ, la forme intégrative utilisée par le phage est l’ADN simple brin po-

sitif ; forme empaquetée dans les particules phagiques [135]. Un repliement

en structure en épingle à cheveux permet la formation d’un site attPCTX

viable pour la recombinaison à partir de attP1 et attP2 (voir Figure 1.26

C ).
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Figure 1.26 – Le repliement en épingle à cheveux de l’ADN simple
brin de CTX forme un site attPCTX fonctionnel et utilisé pour
l’intégration via XerCD. Les sites de fixations des Xer sont indiqués
par une ligne et les sites de clivages de XerC et XerD sont représentés par
des triangles. Un triangle plein indique un site de clivage testé expérimen-
talement alors qu’un site de clivage putatif est représenté par un triangle
vide. Les brins clivés par XerC et XerD sont respectivement en rouges
et bleus. (A) : Comparaison des sites difE.coli, dif1V.cholerae et dif2V.cholerae
respectivement sur les chromosomes 1 et 2 de V.cholerae. (B) : Séquence
de l’ADN double brins autour du site attPCTX représentant les deux sites
attP1 et attP2. (C) : Structure en épingle à cheveux de l’ADN simple brin
positif de CTXφ et formation du site attPCTX utilisé pour l’intégration.
Tirée de Val M.-E. et al 2005 [135]
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Les IMEXs de type CTXφ sont donc caractérisés par un site d’attache-

ment attP formé lors du repliement en structure en épingle à cheveux de

l’ADN du brin positif de leur génome. Une seconde caractéristique se situe

au niveau de la région centrale de ces derniers. La région centrale contient

une boucle de bases non appariées, de taille variable et dont le rôle dans le

processus de recombinaison reste indéterminé. De plus, la région centrale

n’est que partiellement homologue au site dif cible même au sein de ce site.

La région centrale n’est conservée que du côté du site de fixation de XerC

(voir Figure 1.27). On trouvera dans cette catégorie d’IMEXs, le phage

Yfpφ présent chez Yersinia pestis ou CUS-1φ chez E.coli [136, 137].

Figure 1.27 – Représentation schématique des sites attP de type
CTXφ. Le site attP utilisé pour la recombinaison est formé par le replie-
ment local en épingle à cheveux de l’ADN simple brin positif du génome.
Les flèches grises représentent les sites de fixation pour XerC et XerD en
gris foncé et gris clair respectivement. Le dégradé donne l’orientation du
site. Les sections en jaune indiquent l’absence d’homologie avec le site dif
cible, dans la région centrale. Les parties en gris sont celles identiques au
site dif cible.

La recombinaison Xer effectuée entre un site attP de type CTXφ et un

site dif est initiée par un échange de brins catalysé par XerC et donnant

lieu à une jonction de Holliday [138] (voir Figure 1.28). Un second échange

catalysé par XerD ne peut être poductif et conduirait à la mort cellulaire

bactérienne puisqu’un double échange de brin entre un chromosome circu-

laire double brin et un ADN circulaire simple brin ouvrirait le chromosome.



64 Introduction : Détournement de la machinerie Xer...

Dans le cas de ces IMEXs et basé sur les connaissances concernant les in-

tégrons, il est supposé que c’est la fourche de réplication qui converti cette

jonction d’Holliday en un produit correspondant au prophage intégré dune

part et le substrat initial d’autre part (voir Figure 1.28).

Les jonctions de Holliday formées par XerC sont hautement réversibles

et instables chez E.coli mais également chez V.cholerae et ne sont obser-

vées in vivo qu’en présence d’un agent intercalant ou in vitro en présence

de fortes concentration de glycérol. Il est donc présumé qu’un tel méca-

nisme de recombinaison devrait être défavorable à l’intégration du phage.

Cependant des données récentes suggèrent qu’un facteur cellulaire, l’endo-

nucléase EndoIII, est capable de reconnaitre les structures branchées de

type HJ et d’occuper le site [139]. Il est donc possible qu’ EndoIII empêche

la réversion de la HJ en la stabilisant jusqu’au passage de la fourche de

réplication, pour permettre l’intégration de CTXφ. Cependant aucune don-

née ne laisse supposer que le rôle d’EndoIII dans l’intégration est étendu à

tous les IMEXs de type CTXφ.

Figure 1.28 – Voie d’intégration des IMEXs de type CTXφ. l’ADN
simple brin et double brins de l’IMEXs est représentée en rose. L’ADN
circulaire double brin du chromosome de l’hôte est représenté en violet.
Les recombinases XerC et XerD sont représentées par des sphères grises
claires et grises foncées respectivement, la recombinase active donnant son
Cter en cis. L’incapacité pour XerD de donner un échange de brins pro-
ductif suite au manque d’homologie dans la région centrale est représentée
par une étoile jaune. Les hexagones oranges marqués d’un E représentent
EndoIII. Tirée de Midonet C. et Barre F.-X.[7]
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L’excision de CTXφ est-elle possible ? :

Après passage de la fourche de réplication l’ADN simple brin du phage uti-

lisé comme forme intégrative est converti en ADN double brins, masquant

le site d’attachement fonctionnel pour la recombinaison en sites attP1 et

attP2 [138]. L’excision de CTXφ paraît donc irréversible mais la production

de particules phagiques reste possible dans le cas de multiples évènements

d’intégrations. En effet la réplication en cercle roulant peut être initiée sur

une première copie et se terminer au niveau d’une seconde copie intégrée

juste après ; produisant des formes extrachromosomales. Dans le cas des in-

tégrons, il a été démontré que l’excision par recombinaison entre deux sites

attC est possible [140]. Au cours de ce processus, les ADN simples brins

des sites attC recombinant forment une structure en épingle à cheveux.

L’intégrase se fixe sur les sites attC, et forme une synapse stable au sein

de laquelle l’échange de brins a lieu [141, 142]. Cependant tous les sites

attC ne s’excisent pas avec la même efficacité et il semble que les bases

extra-hélicales présentes dans la structure en tige soient importantes [143].

L’excision de CTX est donc théoriquement possible mais n’a pas pu être

observée en conditions de laboratoire jusqu’à présent.

Les IMEXs de type VGJΦ

À ce jour, les IMEXs de type VGJφ, tels que les phages filamenteux

VEJφ, fs2φ ou VSKφ ont principalement été découverts chez les Vibriona-

ceae. Ils s’intègrent au site dif par un mécanisme légèrement différent de

celui de CTXφ [144, 145, 146]. Leur site attP est formé par l’ADN double

brin de l’IMEX. On retrouve le site de fixation pour XerC et XerD mais la

région centrale faisant 7pb au lieu de 6pb, n’est pas conservée au pied du

site de fixation de XerD par rapport au site dif cible (voir Figure 1.29).

Là encore, comme dans le cas de CTXφ, un échange de brin catalysé par



66 Introduction : Détournement de la machinerie Xer...

XerD n’est théoriquement pas productif.

Figure 1.29 – Représentation schématique du site d’attachement
des IMEXs de type VGJφ. Les flèches grises représentent les sites de
fixation pour XerC et XerD en gris foncé et gris clair respectivement. Le
dégradé donne l’orientation du site. Les sections en jaune indiquent l’ab-
sence d’homologie avec le site dif cible, dans la région centrale. Les parties
en gris sont celles identiques au site dif cible.

Lors des évènements d’intégrations des IMEXs de type VGJφ le premier

échange de brins est initié par la catalyse de XerC et donne lieu à une HJ

[145] (voir Figure 1.30). Basé sur l’absence d’homologie dans la région

centrale au pied de XerD et sur le fait qu’aucune activité de résolution par

XerD n’a été observée in vitro alors que VGJ s’intègre au chromosome in

vivo ; tout comme dans le cas de CTXφ il est fortement présumé que la

réplication résout la HJ en poduits (voir Figure 1.30). L’un des produits

correspond au prophage et le second est équivalent aux substrats de la

réaction. Contrairement aux IMEXs de type CTXφ après intégration le site

attPV GJ peut toujours être reconnu par les recombinases Xer. Le mécanisme

d’excision est le même que celui d’intégration et seulement une cellule fille

sur deux issues de la réplication excisera VGJφ.

Les IMEXs de type TLCΦ

TLC fut initialement décrit par Rubin E. J. et al [147] comme étant

un plasmide cryptique présent en faible nombre de copies. En plus de la
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Figure 1.30 – Voie d’intégration des IMEXs de type VGJφ. l’ADN
double brins de l’IMEX est représenté en rose. L’ADN circulaire double
brins du chromosome de l’hôte est représenté en violet. Les recombi-
nases XerC et XerD sont représentées par des sphères grises claires et
grises foncées respectivement, la recombinase active donnant son Cter
en cis. L’incapacité pour XerD de donner un échange de brins produc-
tif suite au manque d’homologie dans la région centrale est représen-
tée par une étoile jaune. Le cercle orange marqué d’un point d’inter-
rogation indique l’intervention éventuelle d’une facteur supplémentaire
. Tirée de Midonet C. et Barre F.-X.[7]

forme cytoplasmique, plusieurs copies de TLC sont intégrées en tandem au

chromosome, à proximité du site dif1. Ce n’est que plus tard que TLC fut

considéré comme étant un phage satellite intégratif utilisant les protéines

de capsides de fs2φ ou VGJφ ([148] et données non publiées). En 2010 TLC

fut considéré comme un IMEX puis d’autres éléments mobiles possédant

un site similaire furent identifiés [136].

Les IMEXs de types TLCφ possèdent un site d’attachement attP pré-

sent sur le génome double brins de l’élément. Contrairement aux IMEXs

de type CTXφ ou VGJφ la région centrale du site de recombinaison est

totalement identique à celle du site dif cible (voir Figure 1.31).

Un échange de brins catalysé par XerD comme XerC peut donc être

productif et chacune des recombinases est susceptible d’initier le premier

échange de brins pour donner une HJ. Cependant ces sites présentent

comme caractéristique d’avoir un site de fixation pour XerD dégénéré par
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Figure 1.31 – Représentation schématique du site d’attachement
des IMEXs de type TLCφ. La flèche grise foncée représente le site
de fixation pour XerC. Le site de fixation XerD semble manquant et est
indiqué par un point d’interrogation. La région centrale est représentée
par un rectangle gris, et ne présente pas de partie jaune car complètement
homologue à celle du site dif cible.

rapport à la séquence consensus des sites dif. Dans le cas de TLCφ seules

3pb sur les 11pb de fixation de XerD sont conservées par rapport au site

dif cible. Ces sites semblent donc théoriquement affectés pour la fixation

de XerD ce qui devrait être délétère pour la formation de la synapse de re-

combinaison. On trouvera dans cette catégorie un certain nombre d’IMEXs

ciblant des Xanthomonadales, et les Vibrionales [136].

Au commencement de ma thèse le mécanisme de recombinaison des

éléments de type TLCφ était inconnu. Je me suis basée sur l’étude du

mécanisme d’intégration et excision du phage TLC chez V.cholerae comme

paradigme de cette classe d’IMEXs. Le phage satellite TLC que nous avons

décidé d’étudier est celui décrit par Hassan et al. en 2010 [148]. Il possède

un génome circulaire de 5363bp, contenant 7 cadres de lectures ouverts

(ORF : Open Reading Frame) (voir Figure 1.32).

Parmi ces ORFs on trouvera le gène cri codant pour la nickase per-

mettant l’initiation de la réplication de l’ADN par le mécanisme de cercle

roulant. Basé sur sa position juste derrière cri et dans la même orientation

se trouve VC1468 qui coderait pour la putative protéine de liaison à l’ADN
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Figure 1.32 – Représentation schématique du génome du phage
satellite TLCφ. Les flèches indiquent de manière qualitative la position
et l’orientation des ORFs. Le site attPTLC est représenté comme figure
1.31. Les deux lignes circulaires bleues représentent l’ADN double brins.
Le génome de TLC utilisé pour cette représentation est celui décrit par
Hassan et al. en 2010 [148].

simple brin (SSB : single-strand binding protein). De même, de part son

orientation en sens inverse et sa position en amont de cri, l’ORF tlcR a

été nommée ainsi car serait le gène codant pour le répresseur de cri. On

notera les ORF VC1465, VC1466 et VC1467 prédites comme codant pour

des putatives protéines de liaison à l’ADN. Enfin il semblerait qu’il y ait

une région intergénique d’environ 1kb entre le site attPTLC et tlcR. De

manière intéressant une étude d’analyse de "RNA sequencing" de souches

de V.cholerae a détecté dans cette région un ARN non codant pour une

protéine (ncpRNA : non-coding protein RNA) [149].
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1.5 Enjeux de la thèse

Comme déjà énoncé ci-dessus, la séquence de fixation pour XerD dans

le site attPTLC est fortement dégénérée avec seulement 3 pb sur les 11 pb

correspondantes au site de fixation de XerD sur les sites chromosomiques

dif de V.cholerae (voir section Résultats partie I : Papier). Cet aspect

soulève de nombreuses questions car cela devrait être délétère pour la for-

mation de la synapse de recombinaison nécessaire à l’intégration du phage.

Or le phage est toujours capable d’intégration dans un site dif [148]. De

plus tous les éléments mobiles piratant la machinerie Xer et étudiés à ce

jour utilisent une voie de recombinaison nécessitant un premier échange de

brins réalisé par XerC. Dans le cas des IMEXs de type VGJ ou CTX, XerD

ne peut théoriquement pas faire un échange de brins productif puisque la

région centrale n’est pas conservée par rapport au site dif cible et ne permet

pas de stabilisation par des interactions de type Watson-Crick ou Wooble

après invasion du brin opposé. De plus XerD requiert d’être activé par

FtsK. Utiliser une voie de recombinaison nécessitant l’activation par FtsK

restreindrait temporellement l’intégration au moment de la constriction du

septum de division, moment où FtsK "voit" l’ADN. Cependant dans le cas

des IMEXs de type TLC une telle prédiction ne peut être faite puisque

la région centrale est identique à celle du site dif cible. Un processus de

recombinaison contrôlé par FtsK serait également délétaire pour la stablité

de l’IMEX.

Nous avons montré au cours de l’introduction que l’activité des re-

combinases XerC et XerD est finement régulée, d’un point de vue spatial

et temporel, mais également via des interactions allostériques entre elles

ou par la séquence ADN du site de recombinaison lui même. Les IMEXs

sont des éléments mobiles capables de détourner la machinerie XerCD et
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d’outrepasser ce contrôle. Étudier les différents mécanismes et différentes

stratégies utilisées par les IMEXs nous permettra de mieux comprendre les

lois régissant le contrôle de l’activité de ces recombinases. D’un point de

vue du transfert horizontal, le système XerCD/dif étant quasiment ubiqui-

taire chez les bactéries, il est théoriquement possible de trouver des IMEXs

de manière très étendue dans le règne bactérien. Ces derniers pourraient

donc avoir un poids important en terme d’évolution.

Au cours de ce manuscrit mes résultats seront organisés en trois par-

ties. Dans la première je présenterai les travaux publiés portant sur la

mécanistique de l’échange de brins lors de l’intégration et excision de TLC

dans le chromosome de V.cholerae. Je replacerai également TLC dans un

contexte de compréhension de renouvellement de la toxine cholérique chez

V.cholerae en démontrant que l’excision de TLC permet de co-exciser CTX

et réinitialiser le site dif en le délétant de tout IMEXs dans les nombreux

cas où TLC est le premier IMEXs intégré.

Au cours de la seconde partie, je mettrai en avant la découverte d’un

facteur phagique nécessaire à l’intégration de TLC. J’étudirai par des ap-

proches de génétique, biochimie et de biologie moléculaire le mécanisme

d’action de cette protéine pour comprendre par quel moyen elle contrôle

l’activité des Xer.

Au sein d’une troisième partie, je présenterai les travaux réalisés en

collaboration avec un autre membre de l’équipe et visant à comprendre les

fines disparités observées entre les Xer de V.cholerae et E.coli notamment

concernant la dépendance de la formation de dimères de chromosomes pour

permettre la recombinaison Xer.

Chacune des parties "Résultats" sera discutée séparément, mais je fini-

rai ce manuscrit par une discussion générale suivie de perspectives.
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Chapitre 2

Résultats partie I : TLCφ

s’intègre dans la génome de

V.cholerae en utilisant une voie

de recombinaison initiée par

XerD et indépendante de

l’activation par FtsK - résultats publiés

(Midonet et al. PNAS, 2014)

2.1 Contexte

Vibrio cholerae est une bactérie marine dont la plupart des souches sont

non pathogènes. Bien que des formes planctoniques existent V.cholerae se

développe surtout sous forme de biofilm à la surface des sédiments, et sur

la chitine des crustacés [150]. La conversion des souches environnementales

73
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de V.cholerae en souches pathogènes se fait principalement via l’acquisi-

tion par transfert horizontal des deux facteurs majeurs de pathogénicité.

Le premier est la capacité à exprimer à sa surface le pilus TCP (Toxin

Co-regulated Pilus) qui permet la colonisation intestinale [151]. Le second

est la capacité à synthétiser la toxine cholérique responsable des diarrhées

mortelles caractéristiques du choléra [152]. Les sous-unités A et B de la

toxine cholérique sont encodées par le génome d’un phage filamenteux in-

tégratif CTXΦ appartenant aux IMEXs [153] et se servant notamment de

TCP pour son adsorption [154]. Ces deux facteurs sont indispensables à

l’expansion d’un clone pandémique [151].

La composition et l’organisation des IMEXs intégrés dans les isolats

cliniques de la souche pandémique O1 El Tor responsable de la 7ème pan-

démie diffèrent (voir Figure 2.1) [155, 156, 136].

Cette variabilité suggère une mobilité importante de ces éléments gé-

nétiques [156, 155], ce qui pouvait être attendu puisque les recombinases

Xer sont toujours actives pour les évènements de recombinaison au site dif

et notamment pour la CDR. Néanmoins nous avons vu dans l’introduction

que les deux catégories d’IMEXs étudiées présentent un mécanisme d’exci-

sion partielle pour les IMEXs de type VGJΦ, et une incapacité d’excision

Xer pour les IMEXs de type CTXΦ. V.cholerae nécessite CTX pour l’ex-

pansion d’un clone pandémique. Il est alors étonnant de trouver différents

variants de CTXΦ intégrés dans les isolats clinique d’une même souche

pandémique O1 El Tor (Figure 2.2). De plus la position relative des ces

variants CTX par rapport aux autres IMEXs intégrés change également.

Par exemple, les dérivés de type RS1Φ qui appartiennent aux IMEXs de

type CTXφ, sont présents à des positions différentes par rapport à CTXΦ.

La toxine cholérique étant encodée par le génome de CTXΦ, il aurait été
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Figure 2.1 – Schéma représentant les variations de compositions
en IMEXs intégrés au chromosome I et II chez V.cholerae au
sein de la même souche pandémique O1 El Tor responsable de
la 7ème pandémie. Basé sur les données de Mutreja et al. [155] et de
Chun et al. [156]. Abbréviations : Bangl. : Bangladesh ; Celeb. : îles Célé-
bès ; Mozam. : Mozambique. KSF-1 est un phage filamenteux appartenant
à la même classe d’IMEXs que VGJ. Les lignes noires représentent par-
tiellement les chromosomes I et II. Les points noirs indiquent un site dif.
Tiré de Das B. et al. [136]

attendu de trouver le même variant de CTXΦ et à la même position à

travers ces différents isolats cliniques. Plusieurs modèles ont donc été pro-

posés pour expliquer ces remaniements, la plupart d’entre eux reposant sur

la recombinaison homologue [157, 158, 159, 160, 158].
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Figure 2.2 –Arbre phylogénétique ( maximum de vraissemblance)
des souches de V.cholerae responsables de la 7ème pandémie.
Arbre basé sur le polymorphisme nucléotidique du core génome (SNP) et
excluant les évènements de recombinaison. L’isolat M66 pré-7ème pandémie
a été utilisé comme groupe extérieur pour enraciner l’arbre. Les branches
sont colorées selon la région d’isolation de la souche. A droite sont indiquées
à quelles vagues appartiennent les souches. Les nœuds représentent l’an-
cêtre commun le plus récent de la 7ème pandémie (MRCA), puis des vagues
2 et 3. La présence des éléments mobiles SXT et CTX ainsi que les différents
variants est indiquée à droite. La présence de IMEXs de type RS1 et TLC
est également indiquée mais leur nombre et leur position sont arbitraire-
ment désignés. A-D marquent les cas de transmission sporadique internatio-
nales. Les dates sont calculées selon la médiane prise à partir des résultats
de l’analyse BEAST. * = pas de données. Tiré de Mutreja et al. [155]

En 1998 E. Rubin remarqua que TLCΦ est présent dans la quasi totalité

de ces différents isolats cliniques [147]. De par sa position la plus éloignée

de dif on peut déduire qu’il est à chaque fois le premier IMEXs intégré.
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Cette observation fut par la suite confirmée par des analyses bioinforma-

tiques [156]. Il fut alors proposé que TLCΦ joue un rôle dans l’acquisition

de CTXΦ [147, 148].

Les sites attP des IMEXs de type TLCΦ possèdent une région cen-

trale identique au site cible. Un échange de brins catalysé par l’une ou

l’autre des recombinases est donc possible. Néanmoins le site attP de TLCΦ

(attPTLC ) possède une région de fixation pour XerD qui diffère fortement

de la séquence consensus du site de fixation de XerD sur un site dif, avec

seulement 3/11 des paires de bases conservées. Il est possible que ce site soit

affecté pour la fixation de XerD et que cela soit délétère pour la formation

de la synapse de recombinaison. Il est donc légitime de douter de l’efficacité

de ces sites en terme de recombinaison. On notera néanmoins une variabi-

lité dans le nombre de copies de TLC présentes dans les différentes souches

de V. cholerae. Ceci suggèrent que TLCΦ est toujours mobile malgré ce site

dégénéré et que les mutations dans son site attP ne se sont pas effectuées

post-intégration comme il a été proposé pour expliquer la stabilité du GGI

chez Neisseria [161].

Si TLCΦ est capable de s’exciser par recombinaison attPTLC/dif, cela

génèrerait une co-excision de tous les IMEXs intégrés après TLCΦ. Le site

dif initial de la souche serait alors reformé et de nouveaux évènements

d’intégrations créeraient différents arrangements d’IMEXs au sein d’une

même souche pandémique.

Au cours de la première partie de ma thèse, j’ai étudié par des ap-

proches de génétique le mécanisme d’intégration/excision de TLCΦ. Celui-

ci pourrait servir de paradigme pour les IMEXs de la même catégorie. J’ai

également testé si la co-excision TLCφ-CTXφ était possible via un évène-
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ment de recombinaison spécifique de site catalysé par Xer et s’effectuant

entre attPTLC et dif1.

2.2 Article
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As in most bacteria, topological problems arising from the circularity
of the two Vibrio cholerae chromosomes, chrI and chrII, are resolved
by the addition of a crossover at a specific site of each chromosome,
dif, by two tyrosine recombinases, XerC and XerD. The reaction is
under the control of a cell division protein, FtsK, which activates the
formation of a Holliday Junction (HJ) intermediate by XerD catalysis
that is resolved into product by XerC catalysis. Many plasmids and
phages exploit Xer recombination for dimer resolution and for inte-
gration, respectively. In all cases so far described, they rely on an
alternative recombination pathway in which XerC catalyzes the for-
mation of a HJ independently of FtsK. This is notably the case for
CTXϕ, the cholera toxin phage. Here, we show that in contrast, in-
tegration of TLCϕ, a toxin-linked cryptic satellite phage that is almost
always found integrated at the chrI dif site before CTXϕ, depends on
the formation of a HJ by XerD catalysis, which is then resolved by
XerC catalysis. The reaction nevertheless escapes the normal cellular
control exerted by FtsK on XerD. In addition, we show that the same
reaction promotes the excision of TLCϕ, along with any CTXϕ copy
present between dif and its left attachment site, providing a plau-
sible mechanism for how chrI CTXϕ copies can be eliminated, as
occurred in the second wave of the current cholera pandemic.

cholera | site-specific DNA recombination | lysogenic conversion |
chromosome segregation | lateral gene transfer

The causative agent of the epidemic severe diarrheal disease
cholera is the Vibrio cholerae bacterium. A major determinant

of its pathogenicity, the cholera enterotoxin, is encoded in the
genome of the filamentous cholera toxin phage, CTXϕ (1). Like
many other V. cholerae filamentous phages, CTXϕ uses a host
chromosomally encoded, site-specific recombination (Xer) ma-
chinery for lysogenic conversion (2–4). The Xer machinery
normally serves to resolve chromosome dimers, which result
from homologous recombination events between the two chro-
matids of circular chromosomes during or after replication. In
V. cholerae, as in most bacteria, the Xer machinery consists of
two tyrosine recombinases, XerC and XerD. They act at a unique
specific chromosomal site, dif, on each of the two circular
chromosomes, chrI and chrII, of the bacterium (5). Integrative
mobile elements exploiting Xer (IMEXs) carry a dif-like site on
their circular genome, attP (3, 4) (Fig. 1A). XerC and XerD
promote their integration by catalyzing a recombination event
between this site and a cognate chromosomal dif site (3, 4) (Fig.
1A). Based on the structure of their attP site, IMEXs can be
grouped into at least three families (3, 4) (Fig. 1B). In all cases,
however, a new functional dif site is restored after integration,
which permits multiple successive integration events (Fig. 1A).
Indeed, most clinical and environmental V. cholerae isolates
harbor large IMEX arrays (6, 7).
IMEX array formation participates in the continuous and

rapid dissemination of new cholera toxin variants in at least three
ways. First, CTXϕ integration is intrinsically irreversible because
the active form of its attP site consists of the stem of a hairpin of
its ssDNA genome, which is masked in the host dsDNA genome
(8, 9) (Fig. 1 A and B). However, free CTXϕ genome copies can

be produced by a process analogous to rolling circle replication
after the integration of a second IMEX harboring the same
integration/replication machinery, such as the RS1 satellite phage,
which permits the production of new CTXϕ viral particles (10).
Second, the V. cholerae Gillermo Javier filamentous phage
(VGJϕ) belongs to a second category of IMEXs whose attP site
permits cycles of integration and excision by Xer recombination
(11). VGJϕ excision allows for the formation of hybrid molecules
harboring the concatenated genomes of CTXϕ and VGJϕ, pro-
vided that VGJϕ integrated before CTXϕ (11). The hybrid
molecules can be packaged into VGJϕ particles. VGJϕ particles
have a different receptor than CTXϕ, which permits trans-
duction of the cholera toxin genes to cells that do not express the
receptor of CTXϕ (11–13). Finally, integration of the toxin-
linked cryptic phage (TLCϕ), a satellite phage that defines
a third category of IMEXs, seems to be a prerequisite to the
toxigenic conversion of many V. cholerae strains (14, 15). IMEXs
from this family are found integrated in the genome of many
bacteria outside of the Vibrios, including human, animal, and
plant pathogens, which sparked considerable interest in the un-
derstanding of how they exploit the Xer machinery at the mo-
lecular level (3, 4).
Xer recombination sites consist of 11-bp XerC and XerD

binding arms, separated by an overlap region at the border of
which recombination occurs (Fig. 1B). XerC and XerD each
promote the exchange of a specific pair of strands (Fig. 1B).
Recombination between dif sites is under the control of a cell
division protein, FtsK, which restricts it temporally to the time of
constriction and spatially to a specific zone within the terminus
region of chromosomes (16–19). FtsK triggers the formation of
a Holliday junction (HJ) by XerD catalysis, which is converted
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into product by XerC catalysis after isomerization (20, 21) (Fig.
1C). The intermediate HJ is stable enough to be converted into
product by replication when XerC catalysis is impeded (5, 17)
(Fig. 1C). The integration of IMEXs of the CTXϕ and VGJϕ
families escapes FtsK control. The lack of homology in the
overlap regions of their attP sites and the dif sites they target
prevents any potential XerD-mediated strand exchange (Fig.
1B). CTXϕ and VGJϕ rely on the exchange of a single pair of
strands by XerC catalysis for integration, with the resulting HJ
being converted into product by replication (8, 9, 11) (Fig. 1C).
In the case of CTXϕ, integration is facilitated by an additional
host factor, EndoIII, which impedes futile cycles of XerC ca-
talysis once the pseudo-HJ is formed (22) (Fig. 1C). In contrast,
the overlap region of TLCϕ attP, attPTLC, is fully homologous to
the overlaps of dif1 and difA, the two sites in which it was found
to be integrated (Fig. 1B). Four integration pathways could thus
be considered, depending on whether recombination is initiated
by XerC or XerD catalysis, and whether it ends with a second
pair of strand exchange or not. In addition, attPTLC lacks

a consensus XerD binding site, which could affect the whole
recombination process (Fig. 1B).
Here, we show that attPTLC is a poor XerD binding substrate.

Nevertheless, we show that TLCϕ integration is initiated by
XerD catalysis and that the resulting HJ is converted into
product by XerC catalysis. We further show that TLCϕ in-
tegration is independent of FtsK. Finally, we demonstrate that
the same reaction can lead to the excision of TLCϕ–CTXϕ
arrays, providing a plausible mechanism for how all of the CTXϕ
copies integrated on V. cholerae chrI can be eliminated in a sin-
gle step, as occurred in ancestors of strains from the second wave
of the current cholera pandemic (23–25).

Results
XerCD-Mediated dif1-Specific Integration of TLCϕ. The complete
genome of TLCϕ was obtained by PCR amplification using
N16961 genomic DNA as a template (15). It was labeled with
a cat resistance gene and was delivered to V. cholerae by conju-
gation. The presence of 1.8 kbp of additional DNA, including the
resistance marker, did not impede TLCϕ-dependent replication
and integration in V. cholerae (Figs. 2–4). To detect TLCϕ-
integration events, we used a colorimetric screen based on func-
tional Escherichia coli lacZ-dif fusions that were inserted in place
of the dif site of one or the other of the two V. cholerae chro-
mosomes, the endogenous V. cholerae lacZ gene and the dif site of
the other chromosome having been deleted (7). IMEX in-
tegration disrupts the lacZ-dif ORF, which leads to the appear-
ance of white colonies and/or white sectors (7, 9).
The overlap regions of the dif sites found in different

V. cholerae strains are polymorphous. The chrII dif site of all
V. cholerae strains characterized so far is dif2 (Fig. 1B). The
most common chrI dif site of clinical isolates is dif1 (Fig. 1B).
Several environmental strains carry a variant of dif1, difA, with
the same overlap region (Fig. 1B). Delivery of TLCϕ to a strain
harboring lacZ-dif1 or lacZ-difA reporters led to the appear-
ance of white sectors in the resulting chloramphenicol-resistant
colonies (Table 1). TLCϕ integration was below the detection
limit in the absence of either XerC or XerD, suggesting that the
presence of both recombinases was absolutely required for the
process (Table 1). Not a single integration event was observed
using a lacZ-dif2 reporter, demonstrating the specificity of the
process (Table 1).

attPTLC Lacks a Bona Fide XerD Binding Arm. The XerD binding arm
of attPTLC differs from the highly conserved XerD binding motif
consensus of bacteria by 8 bp out of 11 bp (Fig. 1B). Corre-
spondingly, XerD did not retard the electrophoretic migration of
attPTLC in an acrylamide gel under conditions in which it effi-
ciently retarded the migration of dif1 (Fig. 2A). In contrast, XerC
bound as efficiently to attPTLC as it did to dif1 (Fig. 2A). Nevertheless,
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site to the XerC binding site. Chromosomal DNA (black), TLCϕ DNA (blue), and
CTXϕ DNA (magenta) are indicated. Dotted triangles represent nonfunctional
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XerD binding site consensus are indicated in lowercase. XerC (●) and XerD (○)
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and attPVGJ (magenta and green lines) are indicated. XerC and XerD catalysis-
suitable conformations are depicted as horizontal and vertical synapses, re-
spectively. Cleavage points are indicated as in B.

Table 1. Integration rate of TLCϕ after 36 h of growth on plates

Host attB (chrI/chrII) attP Xer machinery Integration, %

BS1 dif1/− TLC 3.25 ± 0.59
BS47 difA/− TLC 6.81 ± 0.25
BS3 −/dif2 TLC <0.06
BS10 dif1/− TLC ΔxerC <0.06
BS49 dif1/− TLC ΔxerD <0.06
BS51 dif1/− TLC XerCYF 0.26 ± 0.01
BS50 dif1/− TLC XerDYF <0.06
BS1 dif1/− C* 0.72 ± 0.18
BS1 dif1/− D* <0.02

Results were obtained in at least three independent experiments. Over
1,000 colonies were screened for each condition. XerCYF and XerDYF are the
catalytically inactive forms of the recombinases. C* and D* are modified sites
inhibiting XerC and XerD strand exchanges, respectively.
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a faint band corresponding to the joint binding of XerC and XerD to
attPTLC could be detected when the two recombinases were added
together, suggesting that cooperative interactions between the
recombinases partially compensated for the defective attPTLC

XerD binding arm (Fig. 2A).

XerD Catalysis Is Necessary and Sufficient for TLCϕ Integration. TLCϕ
integration was not abolished in a strain in which the catalytic
tyrosine of XerC was replaced by a phenylalanine (XerCYF) but
went below the level of detection of the assay in a strain in which
the catalytic tyrosine of XerD was replaced by a phenylalanine
(XerDYF, Table 1). Catalytic mutations often affect substrate
binding (26). We were therefore cautious about the TLCϕ in-
tegration results obtained in the XerDYF background because
the lesser binding affinity of XerDYF could cumulate with the
defective XerD binding arm of attPTLC (Fig. 2A). The exchange
of strands promoted by tyrosine recombinases requires the sta-
bilization of the invading strands by base-pairing interactions (9).
Based on this rule, we introduced specific mutations in the re-
combination sites to block XerC or XerD strand exchanges, re-
spectively (C* and D* mutations, Fig. 3A and Fig. S1). The
presence of the C* mutation did not abolish TLCϕ integration,
whereas no integrants were observed in the presence of the D*
mutation (Table 1).
An advantage of the colorimetric assay is that it can be used

with replicative forms. However, it only provides qualitative results
because the detection of white sectors depends on the size of the
colonies, which is notably linked to the fitness of the strains. To
obtain a quantitative view of the efficiency of integration, we used
antibiotic resistance as a selection method for the integration of
a replication-deficient form of TLCϕ. To this end, a portion of the
TLCϕ genome lacking the whole of the cri nickase gene was cloned
into a conjugative plasmid harboring a conditional thermosensitive
(TS) origin of replication (Table S1). Disruption of the reporter
dif-lacZ ORF was used to validate the specificity of the integration

events. We monitored the frequency of integrants in fully blue
colonies (i.e., in colonies in which integration was not yet visible),
which were obtained after overnight growth at the permissive
temperature under antibiotic selection (Fig. 2B). A TS suicide
vector harboring dif1 was used as a control to validate the assay.
For both dif1 and TLCϕ TS vectors, a 10-fold drop in integration
was observed in the XerCYF background and a 100-fold drop
was observed in the XerDYF background (Fig. 2B).
Results obtained with TS suicide vectors harboring C* and D*

attPTLC were identical to the results obtained with WT attPTLC in
XerCYF and XerDYF backgrounds, respectively (Fig. 3B). The
frequencies of C* and D* dif1 integrants were 10-fold higher
than the frequencies obtained with dif1 in the XerCYF and
XerDYF backgrounds, respectively (Fig. 3B). However, D* dif1
integrants remained 100-fold less frequent than C* dif1 inte-
grants (Fig. 3B).

attPTLC Integration Is Less Efficient Than dif1 Integration. The fre-
quency of integrants in colonies harboring a TS vector corre-
sponds to the overnight growth integration/excision equilibrium.
To compare the integration efficiencies of dif1 and TLCϕ TS
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vectors after a shorter time of growth, we used a strain in which
the xerC gene was placed under the control of the arabinose
promoter. The dif1 integrants were as frequent after 3 h of
induction as after overnight growth, suggesting comparable
excision and integration rates (Fig. 3C). This result fits well with
the function of dif1, with the excision of the dif1 TS vector
mimicking chromosome dimer resolution (19). Interestingly, a
slightly higher integration frequency was observed with C* dif1
than with dif1, suggesting that completion of the dif1 recom-
bination process by XerC catalysis might be more important for
excision than for integration (Fig. 3C). In contrast, 10-fold fewer
TLCϕ integrants were obtained after 3 h of growth compared
with overnight growth, suggesting that attPTLC was less efficient
than dif1 integration, which was compensated for during over-
night growth by an even lower excision rate (Fig. 3C).

TLCϕ Integration Escapes FtsK Control. Integration of a TS vector
harboring dif1 was 100-fold less efficient when the chromosomal
dif1 target site was displaced to the lacZ locus, which is outside of
the normal FtsK loading region in V. cholerae (19) (Fig. S2). In
contrast, a TS TLCϕ vector integrated as efficiently at the lacZ
locus as at the dif1 locus, suggesting that it was not under the
control of FtsK (Fig. S2). In agreement, no change was observed
in the frequency of integrants of WT, C*, and D* TLCϕ TS
vectors in FtsKΔγ cells compared with WT cells (Fig. 3D). As
a point of comparison, note that a 10-fold decrease in the fre-
quency of integrants of dif1 TS vectors was obtained in FtsKΔγ
cells (Fig. 3D). The integration of C* dif1 TS vectors was simi-
larly affected, confirming that dif1 integration relied on FtsK-
dependent XerD catalysis (Fig. 3D). The residual integration
observed with D* dif1 TS vectors was not affected, further in-
dicating that it was linked to an FtsK-independent pathway
(Fig. 3D).

Quantity of XerC and XerD Is a Limiting Factor of TLCϕ Integration.
Because of the low binding efficiency of XerD to attPTLC,

we speculated that the concentration of the Xer recombinases
within the cell could be a limiting factor for attPTLC/dif1 re-
combination. To test this hypothesis, we engineered a strain in
which XerC and XerD production was placed under the control
of the arabinose promoter. In the absence of arabinose, in-
tegration of a nonreplicative dif1 vector was over 10-fold less
frequent than in a strain in which XerC and XerD were pro-
duced from their original promoters. Addition of arabinose in-
creased dif1 integration up to WT levels (Fig. 4A). Integration of
a nonreplicative TLCϕ vector was barely detectable in the ab-
sence of arabinose but reached a frequency almost 100-fold
higher than the frequency obtained under normal XerCD pro-
duction levels at 0.02% and 0.2% of arabinose (Fig. 4A).
Western blot quantification of a His-tagged version of XerD
suggested that at these two concentrations, the intracellular level
of XerD was 100-fold higher than normal (Fig. S3).

attPTLC/dif1 HJs Are Resolved by XerC Catalysis.Under conditions of
expression of the Xer recombinases, TLCϕ integration was as
frequent as dif1 integration, which suggested that attPTLC/dif1
recombination could be directly monitored on plasmids (Fig. 4A).
Indeed, over 50% of a plasmid carrying dif1 and attPTLC in direct
repeat was recombined after 3 h of arabinose induction (Fig. 4B).
In addition, we observed a faint band migrating at the expected
position of the HJ recombination intermediate (Fig. 4B). Two-
dimensional gel analysis confirmed that this band corresponded
to a four-way junction (Fig. S4). In similar experiments with
tandem dif plasmids, dif/dif HJs were never detected, suggesting
that they were more efficiently processed into product and/or
back into substrate than attPTLC/dif1 HJs (5, 20).
Impeding XerD strand exchanges entirely abolished HJ and

product formation, confirming that attPTLC/dif1 recombination was
initiated by XerD catalysis (Fig. 4B). There is a perfect homology
between the overlap regions of dif1 and attPTLC, which suggested
that XerC catalysis might normally serve to convert attPTLC/dif1HJs
into product. In this case, impeding XerC catalysis would lead to HJ
accumulation. In agreement with this idea, lesser recombination
products and more HJs were detected when XerC-mediated strand
exchanges were inhibited (Fig. 4B and Fig. S4). Taken together,
these results demonstrate that attPTLC/dif1 recombination nor-
mally results from two successive pairs of strand exchange, with
the first being promoted by XerD and the second by XerC.

XerCD Can Promote the Excision of an Integrated Copy of TLCϕ. The
attPTLC/dif1 intramolecular recombination reactions observed on
plasmids mimic an excision reaction. Therefore, we decided to
investigate the excision of chromosomal copies of TLCϕ har-
boring the sacB counterselection gene. We used a nonreplicative
form of TLCϕ to ensure the rapid loss of any excised copy (Fig.
5A). WT, C*, and D* forms of the excision substrate were
engineered by Xer site-specific recombination between dif1 and
an extra CTXϕ attP (attPCTX) (Fig. 5A). Note that Xer-mediated
excision of the sacB counterselection gene can only be due to a
recombination event between attPTLC and dif1 because the active
form of attPCTX is masked after integration. The correct ar-
rangement of the different Xer recombination sites in the ge-
nome was checked by PCR.
Cells from colonies grown on chloramphenicol plates were

diluted in fresh LB without antibiotic, grown until an OD600 of
0.2–0.3 was attained, and were spread on sucrose plates. Sucrose-
resistant colonies were checked for the loss of cat. The precision
of the recombination events was verified by PCR. We thus found
that TLCϕ excision was possible but that it occurred much less
frequently than its integration, in agreement with the results of
Fig. 3 (Fig. 5A). Excision was affected by the presence of a D*
mutation but not by a C* mutation, further suggesting that it relied
on the same Xer recombination pathway as integration (Fig. 5A).
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TLCϕ-Mediated Excision of CTXϕ. The possibility of excising TLCϕ
by Xer recombination prompted us to check if attPTLC/dif1 re-
combination could lead to the joint excision of other IMEXs,
particularly CTXϕ. To this end, we engineered a TLCϕ–CTXϕ
array at the lacZ-dif1 locus in a strain in which XerCD production
was under the control of the arabinose promoter (Fig. 5B). The
array included a cat resistance gene and a sacB counterselection
gene in the TLCϕ prophage and a kanamycin resistance marker in
place of the cholera toxin genes in the CTXϕ prophage (Fig. 5B).
The correct arrangement of the integrated forms of TLCϕ and
CTXϕ within the strain was checked by PCR. Recovery of the
capacity to produce β-gal production was used to ascertain the
precision of the excision events. Note that the replicative form of
CTXϕ could be used because it is rapidly lost upon excision.
Induction of XerCD production led to the appearance of blue

sucrose-resistant cells at a frequency of ∼3 × 10−4 (Fig. 5B). No
blue sucrose-resistant colonies were obtained in the absence of
XerCD induction (Fig. 5B). All (246 of 246) of these blue sucrose-
resistant colonies proved to be both kanamycin- and chloram-
phenicol-sensitive, as expected for complete IMEX excision events
(Table S2). The precision of the excision events was further checked
by PCR amplification of the resulting junctions in 32 blue sucrose-
resistant colonies. Thus, the presence of a TLCϕ copy on the attL
side of an IMEX array can lead to its complete and precise excision
by a single Xer-dependent recombination event. White sucrose-
resistant colonies were also obtained. However, they were
10-fold less frequent than blue resistance colonies (Table S2).
Their formation was independent of XerCD production (Fig. 5B).
Only 71 of 108 of them were both kanamycin- and chloramphenicol-
sensitive, with the others remaining resistant to one, the other, or
both antibiotics (Table S2), and no specific pattern of rearrange-
ment was observed by PCR. These results suggest that white su-
crose-resistant colonies were due to partial deletion events and
that no conservative recombination event other than Xer re-
combination can lead to the complete excision of IMEX arrays.

Discussion
Here, we characterized at the molecular level how TLCϕ, one of
the numerous IMEXs that are integrated in the genome of
toxigenic variants of V. cholerae, exploits the Xer recombination

machinery of its host. We found that TLCϕ defines a third IMEX
category with a strategy of exploitation of the Xer machinery
different from the strategies so far described for other IMEXs
and in chromosome and plasmid dimer resolution. In addition,
we demonstrated that TLCϕ integration was reversible, which
led to the joint elimination of any element that had integrated
after it in a single Xer recombination step.

Paradoxical Strategy of Xer Recombination Exploitation. attPTLC

lacks a bona fide XerD binding site (Fig. 2A). Nevertheless,
XerCD could efficiently recombine this degenerate half-site with
dif1 or difA (Fig. 2B and Table 1). To our knowledge, the only
other tyrosine recombinase for which efficient recombination
between half-sites has been observed is Flp, the flippase of the
2-μm plasmid of Saccharomyces cerevisiae. Flp normally works as
a homotetramer; however, in case of recombination between
half-sites and full sites, the synapses imply three recombinases
(27). In the case of Flp, trimer recombination is possibly related
to the fact that active sites are assembled in trans (28). In con-
trast, Xer recombinases cleave DNA in cis. Using synthetic
substrates designed specifically to impede the exchange of one or
the other of the two strands, we further demonstrated that
attPTLC/dif1 recombination was initiated by the exchange of the
strands that were expected to be targeted by XerD (Figs. 2–5 and
Table 1). Finally, we showed that recombination depended on
XerD catalysis and that XerC catalysis was not necessary (Fig. 2
and Table 1). Taken together, these results suggested that re-
combination occurred within a heterotetramer containing two of
each of the XerC and XerD molecules, with one of the two XerD
molecules being bound to the degenerate half-site of attPTLC.
However, fully efficient recombination required the overproduction
of the Xer recombinases, probably because the absence of a bona
fide XerD binding site in attPTLC impeded efficient synapse forma-
tion and/or destabilized synaptic complexes (Figs. 2 and 4).
The default states of XerC and XerD within most recom-

bination synapses are active and inactive, respectively (17, 20,
21). In agreement with this idea, the Xer reactions exploited by
all other mobile elements so far characterized, whether IMEXs
or plasmids, are initiated by XerC catalysis. In this respect, the
attPTLC/dif1 recombination pathway is similar to the chromo-
some dimer resolution pathway. However, in the case of chro-
mosome dimer resolution, activation of XerD catalysis requires
a direct interaction with the FtsK cell division protein, which
restricts it spatially (19). In contrast, attPTLC/dif1 recombination
is independent of FtsK (Fig. 3) and is not spatially restricted
(Fig. S2). Finally, in all of the other IMEXs so far characterized,
HJ intermediates cannot be processed into products by Xer ca-
talysis. Instead, we found that XerC-mediated strand exchanges
could resolve attPTLC/dif1 HJ intermediates into products (Fig.
4B). More HJs were observed upon inhibition of XerC-mediated
strand exchanges, further suggesting that HJ resolution by a
second pair of strand exchanges is more efficient than resolution
by replication (Fig. 4B).

Putative Regulation of attPTLC/dif1 Recombination. All of the experi-
ments presented in this study were performed using the whole or
a large piece of the TLCϕ genome. Indeed, we failed to detect
any recombination events with attPTLC alone. This observation
suggests that attPTLC/dif1 recombination depends on factors addi-
tional to XerC and XerD. These factors could be implicated in
synapse formation and/or activation of XerD catalysis. They
could also help favor integration instead of excision. Future work
will aim at identifying putative attPTLC/dif1 accessory elements
and at characterizing their mechanism of action.

Contribution of TLCϕ to the Evolution of Toxigenic V. cholerae
Variants. Most clinical and environmental V. cholerae isolates
harbor large IMEX arrays on chrI (4, 6, 7). Their history of
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formation can be traced based on the relative position of the
different IMEXs they harbor. It does not reflect the phylogenetic
lineage of the isolates, which suggests that chrI IMEXs are
constantly eliminated and rapidly reacquired (3, 4). In particular,
elimination of entire chrI IMEX arrays has occurred in the
ancestors of some strains from the second wave of the current
cholera pandemic, such as the B33 Mozambique V. cholerae
strain (23). This scenario was experimentally reproduced under
laboratory conditions (24, 25). Paradoxically, however, CTXϕ
integration is intrinsically irreversible (Fig. 1A). Here, we showed
how TLCϕ excision could lead to the precise elimination of
entire chrI IMEX arrays (Fig. 5 and Table S2). Two other
mechanisms have been proposed for the elimination of IMEX
arrays. First, CTXϕ copies can be eliminated in a stepwise
fashion by homologous recombination events between any CTXϕ
and RS1 copies within an array (24, 25). However, entire elimina-
tion of the array implies a final recombination event between two
regions of less than <18 nt of homology. Our results indicate that
such recombination events are 10-fold less frequent than the single-
step Xer-dependent excision of TLCϕ–CTXϕ arrays (Fig. 5). In
addition, they are highly imprecise, with most of them leading to
partial deletions (Table S2). Second, we previously reported that
Xer-dependent excision was a key aspect of the life cycle of
VGJϕ, which led to CTXϕ excision, provided that VGJϕ in-
tegrated first (11). However, IMEXs of the VGJϕ family are only
very rarely found integrated in front of CTXϕ in the genome of
clinical and environmental strains (4, 6, 7). In contrast, TLCϕ is
almost invariably the first integrated element of chrI IMEX
arrays (4, 6, 7), probably because its integration is a prerequisite
to CTXϕ integration on this chromosome (14, 15). Taken to-
gether, these results suggest that Xer recombination between
attPTLC and dif1 is the most likely mechanism for the elimination
of entire chrI IMEX arrays. Thus, TLCϕ is a major contributor
to the ecological cycle that allows for the constant and rapid
acquisition of new cholera toxin gene variants via the continuous
assembly and elimination of large IMEX arrays in clinical strains.

Materials and Methods
Strains and Plasmids. Relevant strains, plasmids, and oligonucleotides are
described in Tables S1, S3, and S4, respectively. All V. cholerae reporter
strains were constructed by natural transformation or by double-crossover
integration/excision methods. Engineered strains were confirmed by PCR
and sequencing.

EMSA Experiments. Five-nanomolar 32P-labeled synthetic DNA probes obtained
by the annealing of purified oligonucleotides were incubated with purified
XerCD recombinases in a buffer containing 0.1 μg/mL BSA, 100 mM NaCl, 40%
(vol/vol) glycerol, 1 mM EDTA, and 25 mM Tris·HCl at pH 7.5. The different
DNA/protein complexes were resolved by migration through a 5% (vol/vol) 29:1
acrylamide/bisacrylamide gel in 0.5× Tris/borate/EDTA for 2 h at 150 V at 4 °C.

Integration Assays. E. coli β2163 donors and V. cholerae recipients were
grown to an OD600 of 0.3, mixed at a 1:10 ratio, and incubated for 3 h.
Conjugants were selected for the plasmid antibiotic resistance and meso-
diaminopimelic acid autotrophy. The specificity of the integration events of
suicide vectors was checked using X-gal. TS vector conjugants were re-
covered at 30 °C on X-gal plates to select for fully blue colonies. Serial
dilutions were then plated at 42 °C and at 30 °C to determine the overnight
frequency of integrants. In the case of Xer-inducible strains, Xer production
was induced for 3 h in liquid culture with an arabinose concentration of
0.2% before plating.

Excision Assays. Integrants harboring the sacB and cat genes were grown to
an OD600 of 0.2–0.3. Serial dilutions were plated on LB agar plates supple-
mented with 18% sucrose at 25 °C.

Intraplasmid Recombination Assay. Plasmids were electroporated into V. cholerae
XerCD-inducible cells. Transformed fresh bacteria were grown to an OD600

of 0.5 and induced with 0.2% arabinose for 3 h.
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Fig. S1. C* and D* recombination sites that prevent XerC and XerD strand exchanges, respectively. WT recombination sites (black) and a mutated re-
combination site (blue) are indicated; mutations are indicated in bold and red. XerC (▼) and XerD (△) cleavage sites and XerC (●) and XerD (○) 3′-phos-
photyrosyl links are indicated. A space between opposed bases indicates no stabilization by Watson–Crick or Wobble base-pairing interactions.
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Fig. S2. TLCϕ integration is not spatially restricted. Frequency of integrants after 3 h of growth at the permissive temperature in production of recombinases
from a xerC-xerD operon under the pAra promoter integrated at the xerC locus (paraXerCD) cells. The legend is as in Fig. 3C.
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Fig. S3. Western blot analysis of strains carrying tagged XerD. Native, protein extract from cells producing 6His-XerD under the native promoter at the xerD
locus; Arabinose induction, protein extract from cells producing XerC and 6His-XerD from an operon under the arabinose-inducible promoter inserted at the
xerC locus. Cells were grown for 3 h in LB supplemented with 0.002%, 0.02%, or 0.2% arabinose. Cells were broken in 400 μL of boiling 10% SDS before
Laemmli treatment. Proteins were separated on a 14% acrylamide/bisacrylamide (29:1) SDS/PAGE gel. Two gels with the same amount of samples were done in
parallel for Coomassie coloration and for transfer (Western blot). Blocking of the membrane was in TBS-Tween 0.1% + 5% milk. Washing steps were in
TBS-Tween 0.1%. The primary antibody was anti–Tetra-His of mouse, and the secondary antibody was goat X-mouse HRP (Biorad), and they were used at
a ratio of 1:1,000 in blocking buffer. The signals were detected with the SuperSignal West Pico Chemioluminescent Substrate (Pierce) with a LAS3000 image
reader (GE Healthcare). The molecular mass of 6His-XerD is 36.7 kDa. Bands were quantified using ImageJ (NIH). Arabinose (0.02% and 0.2%) led to 100-fold
more XerD than native promoter.

Fig. S4. HJ intermediate resolution by XerC catalysis. Plasmid intramolecular recombination between dif1 and attPTLC was induced for 3 h using 0.2%
arabinose. The total genomic DNA of the strains was extracted and separated in the first dimension on a 0.7% agarose gel and in the second dimension on
a 1.4% agarose gel in the presence of 10 μg/mL ethidium bromide. (Top Left) Plasmid carrying a WT attPTLC site. (Top Right) Plasmid carrying a C*-modified
attPTLC site. (Bottom Left) Plasmid carrying a D*-modified attPTLC site. The radiolabeled plasmid was used as a probe for the assay. Horizontal scale: 1-kb ladder.
Vertical scale: 1-kb ladder partially revealed by the Southern blot. S1, S2, P1, and P2 are plasmid substrate and products digested by HpaI and AlwNI. As,
nonspecific labeling (also observed in cells lacking the plasmid).
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Table S1. Plasmids

Name Derived from Properties Source

pBS90 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying replicative form of TLC This study
pBS126 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying suicide form of TLC (stop mutation in Cri = TLC*) This study
pCM33 pSW23T Ori R6K, CmR, with partial suicide TLC, efficient for integration This study
pCM39 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC with attPTLCC* This study
pCM40 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC with attPTLCD* This study
pCM43 pSC101 repATS TS vector, AmpR, partial suicide TLC This study
pCM41 pSC101 repATS TS vector, AmpR, partial suicide TLC with attPTLCC* This study
pCM42 pSC101 repATS TS vector, AmpR, partial suicide TLC with attPTLCD* This study
pCM13 pSC101 repATS TS vector, AmpR, with dif1 site This study
pCM18 pSC101 repATS TS vector, AmpR, with dif1 C* site This study
pCM19 pSC101 repATS TS vector, AmpR, with dif1 D* site This study
pBS79 pSW23T Ori R6K, CmR, with dif1 site This study
pBS114 pSW23T Ori R6K, CmR, with dif1 C* This study
pBS115 pSW23T Ori R6K, CmR, with dif1 D* This study
pBS66 pSW23T Ori R6K, CmR, CTXϕ deleted for morphogenic genes, efficient for integration (2)
pCM56 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying sacB gene, with suicide TLC This study
pEP68 pSW23T Ori R6K, CmR, attPCTX(+) + suicide TLCϕattP + sacB This study
pCM105 pSW23T Ori R6K, CmR, attPCTX(+) + suicide TLCϕattP C*+ sacB This study
pCM106 pSW23T Ori R6K, CmR, attPCTX(+) + suicide TLCϕattP D* + sacB This study
pCM103 pUC18 Vector, AmpR, partial suicide TLC with attPTLC and dif1 in direct orientation This study
pCM116 pUC18 Vector, AmpR, partial suicide TLC with attPTLCC* and dif1 in direct orientation This study
pCM117 pUC18 Vector, AmpR, partial suicide TLC with attPTLCD* and dif1 in direct orientation This study
pMEV69 pDS132 Integration/excision vector with UP and DWN regions of lacZ, to make

ΔviblacZ strains
Laboratory
collection

pUXBF13 and
pTn7 hapR+

Complemented hapR + GmR (3)

pCM011a pUC18 Vector for natural transformation to have dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb This study
pBJ31 pDS132-derived integration/excision vector to replace the V. cholerae xerC gene

by an arabinose-inducible version (araC-xerC-lacI-aadA1)oriR6K, specR, cmR
(4)

pCM54 pUC18 Vector of natural transformation carrying SmR (specR), lacI, araC, and vibXerCD
under ara promotor, flanking by UP and DWN regions of homologies around

vibxerC (1 kb). Replace vibxerC by arabinose-inducible vibxerCD, Spec
R, AmpR

This study

pGD191 pSC101 Vector of natural transformation to delete the gamma domain of FtsK, ZeoR, AmpR This study
pBS98 pUC18 Vector of natural transformation carrying sh ble gene (zeoR) between UP and

DWN region of homologies around vibxerD (1 kb); serves to remove vibxerD
This study

pBS104 pDS132 Integration/excision vector to replace vibxerD by vibxerDYF This study
pBS99 pKAS32 Integration/excision vector with UP and DWN regions of vibxerD and sh ble gene

between them, to delete vibxerD
This study

pBS105 pDS132 Integration/excision vector to replace vibxerC by xerCYF This study
pMEV245 pDS132 pDS132 carrying the arr2 (RifR)cassette flanked by the upstream and downstream

regions of vibxerC, Cm
R

(1)

pKAS32 rpsL (StrepS), OriR6K, bla (AmpR), oriT (5)
pBJ37 pDS132 Integration/excision vector to replace viblacZ::EclacZa-dif1-lacZb (1)
pMEV70 pDS132 Integration/excision vector to replace dif1-prophages::aaAd1
pCM144 pUC18 Vector of natural transformation to replace XerD::FRT-sh ble-FRT (ZeoR) This study
pCM145 pUC18 Vector of natural transformation to have ΔvibXerC::pAra vibXerC-6His vibXerD This study
pCM146 pUC18 Vector of natural transformation to have ΔvibXerD::6His vibXerD under native

promotor
This study

AmpR, ampicillin resistance; CmR, chrloramphenicol resistance; KnR, kanamycin resistance; RifR, rifampicin resistance; SmR, spectinomycin resistance; SrepS,
streptomycin sensitivity; zeoR, zeocin resistance.

1. Das B, Bischerour J, Barre F-X (2011) VGJphi integration and excision mechanisms contribute to the genetic diversity of Vibrio cholerae epidemic strains. Proc Natl Acad Sci USA 108(6):
2516–2521.

2. Bao Y, Lies DP, Fu H, Roberts GP (1991) An improved Tn7-based system for the single-copy insertion of cloned genes into chromosomes of gram-negative bacteria. Gene 109(1):167–168.
3. Demarre G, et al. (2014) Differential management of the replication terminus regions of the two Vibrio cholerae chromosomes during cell division. PLoS Genet 10(9):e1004557.
4. Das B, Bischerour J, Val M-E, Barre F-X (2010) Molecular keys of the tropism of integration of the cholera toxin phage. Proc Natl Acad Sci USA 107(9):4377–4382.
5. Skorupski K, Taylor RK (1996) Positive selection vectors for allelic exchange. Gene 169(1):47–52.
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Table S2. Xer recombination promotes a conservative recombination event that leads to the joint excision of TLCϕ and CTXϕ

Xer status

Blue colonies White colonies

Frequency CmS, KnS Frequency CmS, KnS KnS CmS CmR, KnR

Xer+ 2.8 × 10−4 (in 2.7 × 107 cells) 100%
(246/246)

2.0 × 10−5

(in 2.9 × 106 cells)
66% (71/108) 7.4% (8/108) 15% (16/108) 11.6% (13/108)

Xer− <10−6 (in 1.6 × 106 cells) — 2.2 × 10−5

(in of 1.6 × 106 cells)

CmS, chloramphenicol sensitive; KnS, ksnamycin sensitive.

Table S3. Vibrio cholerae strains

Name Genotype Source

BS47 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); ΔlacZ Δdif1-prophages::EclacZa-difA-lacZb This study
BS1 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); ΔlacZ Δdif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb; Δdif2::aad1 (1)
BS3 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); ΔlacZ, Δdif1-prophages::aad1; Δdif2::EclacZa-dif2-lacZb (1)
BS10 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); ΔlacZ Δdif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb; Δdif2::aad1; ΔxerC::rif (1)
BS49 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); ΔlacZ Δdif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb; Δdif2::aad1; ΔxerD::zeo This study
EPV366 N16961ΔlacZ; ChapR Δdif1-prophages::aad1; LacZ::EclacZa-dif1-lacZb ΔxerC::paraXerCD-Spec

R This study
CMV26 N16961; ChapR; Δdif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb-FRT-sh ble-FRT (ZeoR); ΔxerC::paraXerCD-Spec

R This study
BS50 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); Δdif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb;; Δdif2::aad1; XerD::XerDyF

catalytic mutant
This study

BS51 CVC301 (N16961 StrR Pcp18 araE); ΔlacZ, dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb;; Δdif2::aad1; XerC::XerCyF
catalytic mutant

This study

CMV01 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb-FRT-sh ble-FRT (ZeoR) This study
CMV13 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb, XerC::paraXerC-Spec

R This study
CMV14 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb, XerC::paraXerC-Spec

R; ftskΔγ::sh ble (ZeoR) This study
CMV30 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb, XerC::paraXerCD-Spec

R; ΔXerD::sh ble (ZeoR) This study
CMV20 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb, XerC::paraXerC-Spec

R; with suicide TLC-sacB
integrated at dif1

This study

CMV21 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb, XerC::paraXerC-Spec
R; ftskΔγ::sh ble (ZeoR);

with suicide TLC-sacB integrated at dif1
This study

CMV36 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb, XerC::paraXerCD-Spec
R; ΔXerD::sh ble (ZeoR);

with suicide TLC-sacB integrated at dif1
This study

EPV158 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1 and prophages::EclacZa-dif1-lacZb-FRT-sh ble-FRT (ZeoR); with integrated
pEP68 at dif1 (integration by attPCTX)

This study

CMV34 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1-prophages::EclacZa-dif1-lacZb-FRT-sh ble-FRT (ZeoR); with integrated pCM105
at dif1 (integration by attPCTX)

This study

CMV35 N16961; ΔlacZ; ChapR; dif1 and prophages::EclacZa-dif1-lacZb-FRT-sh ble-FRT (ZeoR); with integrated
pCM106 at dif1 (integration by attPCTX)

This study

EPV361 N16961; ΔlacZ; ChapR; ΔxerC::paraXerC-6HisXerD-Spec
R; ΔxerD::FRT-sh ble-FRT (ZeoR) This study

EPV363 N16961; ΔlacZ; ChapR; ΔxerD::6HisXerD This study

■■■.

1. Das B, Bischerour J, Val M-E, Barre F-X (2010) Molecular keys of the tropism of integration of the cholera toxin phage. Proc Natl Acad Sci USA 107(9):4377–4382.
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Table S4. Oligonucleotides

Oligo Used for Sequence

1266 Check CTXϕ-Kn integration CACGACGATTCACTCAACCTTCC

1398 Check CTXϕ-Kn integration TTCGACGTTCAGACGTAGTG

1940 dif1 C* mutation CGATAGTGCGCATTACCTATGTTATGTTAAATTAAT

1941 dif1 C* mutation CGATTAATTTAACATAACATAGGTAATGCGCACTAT

1942 dif1 D* mutation CGATAGTGCGCATTATGTACCTTATGTTAAATTAAT

1943 dif1 D* mutation CGATTAATTTAACATAAGGTACATAATGCGCACTAT

1944 attPTLC C* mutation GGTAATGCGCACTAGGATC

1945 attPTLC C* mutation TATGTAGAGAAAGTGAAGAC

1946 attPTLC D* mutation GGTACATAATGCGCACTAGG

1947 attPTLC D* mutation TAGAGAAAGTGAAGACTACG

1878 TLC amplification on N16961 CCGTCTAGAGCTAGGAACATTTTGTCTCTAGG

1879 TLC amplification on N16961 CCGGATCCTAGTGCGCATTATGTATGTAGAG

1899 Check attPCTX integrants GTCTCGTTGCTGCATAAACC

2479 Check attPCTX integrants CCCGAGCTCTCAAAAGCTCAGCCTCCTAC

477 Check TLCϕ–CTXϕ excision CGCAGGCTTCTGCTTCAATC

1565 Check TLCϕ–CTXϕ excision cggcgtttcatctgtggtgc

1297 dif1 gel shift ATCAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATGGA

1298 dif1 gel shift CTGTCCATTTAACATAACATACATAATGCGCACTGAT

1958 attPTLC gel shift ACGTCTAGTGCGCATTATGTATGTAGAGAAAGTGGACGT

1959 attPTLCgel shift ACGTCCACTTTCTCTACATACATAATGCGCACTAGACG
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90 Discussion part. I

2.3 Discussion de l’article

Nous avons démontré que TLCΦ exploite la machinerie Xer pour s’in-

tégrer dans le chromosome bactérien aux site dif1 ou difA. L’étude des

échanges de brins réalisés par les Xer au cours de la recombinaison définie

TLCΦ comme appartenant bel et bien à une nouvelle catégorie d’IMEXs

avec un mécanisme de recombinaison Xer spécifique. Ce mécanisme de re-

combinaison diffère de ceux décrits auparavant aussi bien pour les IMEXs,

que pour la PMR et la CDR. Tous comme les IMEXs ou plasmides utili-

sant les recombinases Xer, TLCφ exploite un mécanisme de recombinaison

indépendant de l’activation par FtsK et donc non contraint par le cycle cel-

lulaire bactérien. Néanmoins, en opposition aux autres éléments, l’échange

de brins est initié par XerD tout comme lors de la résolution des dimères

de chromosomes qui, elle, nécessite FtsK.

2.3.1 Exploitation paradoxale de la machinerie Xer :

Les recombinases à Tyrosines XerC et XerD sont capables de cataly-

ser un évènement de recombinaison entre dif1/ou difA et attPTLC bien

qu’attPTLC soit fortement affecté pour la fixation de XerD.

La seule recombinase à Tyrosine décrite et capable d’activité cataly-

tique sous forme d’un complexe trimérique et sur des demi-sites est la

flippase Flp de Saccharomyces cerevisiae [25]. Cependant ces évènements

de recombinaison sont possibles car le clivage de l’ADN par Flp est ef-

fectué en trans. Nous noterons néanmoins que les recombinases Cre et λ

qui réalisent uniquement des clivages en cis, sont capables de résoudre des

jonctions en Y appelées "three-way jonctions YJ" et correspondant à trois

demi-sites formant une jonction [162, 163]. Cependant résoudre une jonc-

tion déjà formée artificiellement est différent de former et recombiner une
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synapse entre les différents sites substrats.

La synapse Xer est théoriquement similaire à une synapse Cre avec un

clivage en cis [25, 23]. Les études structurales réalisées sur Cre et Flp,

expliquent clairement les différences entre clivage cis et trans. Dans une

synapse Flp, les recombinases actives donnent leur hélice αM à la paire

de recombinases non actives. Cette même hélice contient la tyrosine cata-

lytique qui va donc avoir une action en trans (voir Figure 2.3). Dans le

cas des synapses similaires à Cre (et donc suspectées pour Xer), l’hélice

contenant l’activité catalytique de la Tyrosine n’est pas celle donnée à la

paire de recombinases inactive. Cette hélice (αM pour Cre) attaque en

cis, l’ADN proche du site de fixation de la paire de recombinases actives

[164, 25] (voir Figure 2.3).

Figure 2.3 – Schéma de la structure synaptique représentant un
clivage en cis ou en trans par la tyrosine catalytique. Seules les
hélices αL, αM et αN du domaine C-terminal sont représentées. (b) : Cas
d’un clivage en cis catalysé par Cre. L’hélice αN est donnée en trans à la
sous-unité adjacente mais l’hélice αM qui contient la Tyrosine catalytique
reste en cis. (c) : Cas d’un clivage en trans catalysé par Flp. Les hélices αL
et αN restent en cis alors que l’hélice αM portant la Tyrosine catalytique
est donnée en trans. Tirée de Gopaul D.N. et Duyne G.D.V. 1999 [164]

Nos essais utilisant des sites attPTLC mutés au niveau de la région
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centrale démontrent que le clivage par XerD est réalisé aussi bien sur le

site dif que sur le site attPTLC, donc que XerD est présent sur le site

attPTLC au moment de l’échange de brins. Ces résultats suggèrent que la

recombinaison implique un hétérotétramère de XerC et XerD. Nous avons

également démontré que la surexpression de XerC et XerD augmente l’ef-

ficacité d’intégration de TLCΦ. Cela suggère alors que l’hétérotéramère se

forme soit à une fréquence moins élévée soit est moins stable à cause des

bases dégénérées.

2.3.2 Mécanisme d’échange de brins des IMEXs de

type TLCΦ :

Nous avons démontré que lors de la recombinaison de dif1ou difA avec

attPTLC le premier échange de brins est catalysé par XerD tout comme

la résolution des dimères de chromosome. Mais par opposition à la CDR,

XerD ne nécessite pas d’être activée par la protéine du divisome FtsK.

L’intégration et l’excision de TLCΦ est spatialement et temporellement in-

dépendante du cycle cellulaire. Deux principales hypothèses non exclusives

l’une de l’autre peuvent expliquer l’activation de XerD au sein de cette

synapse.

Hypothèse 1 : Le site attPTLC permet par lui même une conformation

de synapse favorable à l’auto-activation de XerD. Le site étant dégénéré, la

fixation de XerD sur attPTLC courbe différemment l’ADN par rapport à

un site dif1. XerD serait dans une conformation plus favorable pour donner

en cis son bras Cter à XerC. Cette hypothèse repose notamment sur les

observations de Marie-Eve Val et al. en 2008 [31]. En utilisant des essais de

recombinaison intraplasmidique cette équipe a démontré que XerD de V.

cholerae possède une faible activité catalytique indépendante de FtsK. Des
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mutations ponctuelles dans une séquence dif1 modifient l’efficacité de cet

évènement de recombinaison, suggérant que le site en lui même influence

l’activation des Xer.

Hypothèse 2 : Un facteur accessoire du phage TLCΦ permet l’activa-

tion de XerD. Cette hypothèse repose sur le fait que le site attPTLC seul

porté par un plasmide, ne suffit pas à la recombinaison in vivo (données

non montrées dans l’article). Ce facteur accessoire pourrait également avoir

un rôle dans la fixation de XerD sur le site attPTLC.

2.3.3 Mécanisme d’intégration indépendant de FtsK :

Tous les éléments mobiles piratant Xer décrient jusqu’à présent utilisent

une voie de recombinaison ne nécessitant pas l’intervention de FtsK pour

activer XerD. Dans les cas de CTXΦ et VGJΦ, XerC catalyse le premier

échange de brins et la HJ ainsi formée semble être convertie en produit

suite au passage de la fourche de réplication [138, 145, 135]. Pour les plas-

mides ColE1 et pSC101, la fixation des facteurs de l’hôte sur les sites cer et

psi aboutie à la formation d’un filtre topologique qui force l’activation des

recombinases et la directionalité de la réaction [115, 124, 165, 33]. Enfin

pour TLCΦ, XerD semble être actif dans la synapse tout comme pour les

sites cer, mais il est peu concevable d’imaginer un filtre topologique agis-

sant en intermoléculaire pour l’intégration. TLCΦ possède donc surement

une autre stratégie d’activation de XerD.

Dans cet article nous avons démontré que l’intégration de TLCΦ ne

dépendait pas de FtsK par deux techniques différentes. La première fut

d’effectuer les essais d’intégration dans une souche mutante n’exprimant

plus le domaine γ de FtsK qui est nécessaire à l’activation de XerD. La

seconde fut de regarder l’excision d’une cassette "attPTLC -génome partiel
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de TLC- dif1" au locus lacZ (éloigné du Ter) ou au locus dif1. Avec les

deux approches nous avons démontré que TLC s’intègre et s’excise à la

même fréquence ; que FtsK "voit" ou non la synapse attPTLC/dif1.

Lors des essais d’intégration de TLCΦ en fond génétique ∆γFtsK, nous

avons remarqué une mortalité. Les colonies obtenues sur boites sont petites,

présentent de la lyse, et sont variables en nombre aussi bien d’une expé-

rience à l’autre que d’une dilution à l’autre. Ce phénotype est visible si

nous n’utilisons pas de souches inductibles pour l’expression des Xer ou

réalisons les essais sur plus de 4h. J’ai alors réalisé une cinétique en utili-

sant des souches inductibles ou non pour l’expression de XerC et délétées

ou non pour le domaine γ de FtsK.

J’ai suivi la perte de pTLC au cours du temps, en comparant le nombre

de bactéries résistantes à l’Ampicilline (gène de résistance bla porté par

pTLC) par rapport au nombre total de bactéries (voir Figure 2.4). Au

temps zéro, les cultures faites sur la nuits sont diluées et l’induction en

arabinose est réalisée. On remarque que les souches non inductibles pour

XerC et ∆γFtsK (orange) sont affectée avant le T0 alors que leur équivalent

inductible pour XerC (rouge) maintiennent le plasmide et aucune léthalité

n’est détectée. Cependant 4h post-induction les souches inductibles pour

XerC et ∆γFtsK commencent à perdre le plasmide.

Cette mortalité ou perte du plasmide n’est pas directement liée au

phénotype connu pour les mutants FtsK et les dimères de chromosomes.

Travailler en fond génétique ∆recA ne restaure pas le phénotype et utiliser

le mutant ∆CterFtsK donne le même résultat. Cette toxicité ou instabilité

semble liée à la capacité d’intégration du phage TLCφ. Elle n’est plus

observée, avec un mutant ∆xerC ; en absence d’expression des Xer ; avec

un mutant ∆attPTLC pour le phage ou après intégration du phage dans le
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Figure 2.4 – Cinétique de perte du plasmide intégratif-TLC au
cours du temps. Les souches ayant reçu le pTLC ont été mises en culture
sur la nuit en présence d’IPTG 0.2mM +Amp ( gène bla présent dans plas-
mide). Au temps T0, les cultures sur la nuit ont été diluées dans du LB
sans antibiotique, et l’expression des Xer a été induite avec 0.2% d’Arabi-
nose. Aux temps indiqués, les cultures ont été rediluées au 100ème en LB
et différentes dilutions ont été étalées sur des boites LB-Agar + ou - Amp.
Les conditions de cultures ont été réalisées à 370C.

génome (les clones blancs se développent normalement sur boite) (données

non montrées).

Enfin il serait possible d’imaginer que le plasmide multimérise par re-

combinaison entre deux sites attPTLC de manière XerCD dépendante et

que FtsK soit requis pour résoudre ces multimères. Mais aucun évènement

de recombinaison n’a pu être détecté in vivo lorsque nous avons remplacé

le site dif1 du chromosome par un site attPTLC (données non montrées).

Ces résultats suggèrent que l’intégration de TLCΦ créé un problème dans

la bactérie qui peut être résolu par FtsK.

De manière surprenante les souches de V. cholerae codant pour des

mutants catalytiques XerDYF ou XerCYF ne présentent pas ce phénotype

alors que TLC peut toujours s’intégrer avec XerCYF (voir résultats article

Figure 1B). Il est suspecté que les mutants catalytiques YF des Xer soient

affectés pour la liaison aux sites de recombinaison. On note d’ailleurs une

légère diminution de l’efficacité d’intégration de TLCφ avec le mutant Xer-
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CYF mais pas en utilisant un site attPTLCC˚. Il est donc possible qu’il y

ait un lien entre la légère altération de fixation de XerCYF et le fait que

la toxicité liée à l’intégration de TLCφ ne se présente pas avec le mutant

XerCYF.

2.3.4 Contribution de TLCΦ dans l’évolution des souches

toxigéniques :

La plupart des études visant à comprendre l’évolution : de la toxine

cholérique, du variant CTXΦ présent dans les souches pandémiques et des

réarrangements d’IMEXs intégrés au site dif, reposaient sur la recombi-

naison homologue. Un évènement de recombinaison homologue entre un

CTXΦ intégré et un prophage RS1Φ qui possèdent une importante homo-

logie de séquence avec CTXφ, pourrait permettre de supprimer des copies

de CTXΦ. Cependant l’excision serait incomplète et imprécise.

La souche B-33 du Mozambique présente la particularité d’être généti-

quement identique à la souche pandémique O1 El Tor N16961, mais diffère

au niveau de la composition en IMEXs (voir Figure 2.1) [158]. Première-

ment cette souche possède le variant classique de CTXΦ présent normale-

ment dans les souches classiques de V. cholerae. De plus elle ne possède

aucune copies de TLCΦ ni de RS1Φ, ce qui suggère qu’un précurseur de

cette souche a perdu la totalité des IMEXs intégrés et a acquis un variant

CTXΦclass sur le chromosome II. Le seul moyen d’exciser la totalité des

IMEXs par recombinaison homologue, serait d’obtenir un évènement de

recombinaison homologue sur une région de 18 paires de bases (séquence

ER = CCTAGTGCGCATTATGT), ce qui est supposé être un évènement

rare sur une si petite région d’homologie (voir Figure 2.5) [158]. Nous re-

marquerons que les bases soulignées dans cette séquence de 18 paires de
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bases, correspondent au bras de fixation de XerC dans le site dif 1.

Figure 2.5 – Proposition d’évènement de recombinaison ayant
conduit à la délétion de la totalité des IMEXs présent sur la chro-
mosome I de V.cholerae. Précurseur putatif de la souche pandé-
mique B33 du Mozambique : Notons que la légende de leur figure peut
être mal interprétée. Ce qu’ils nomment comme dif1 et dif2, sont ici les
différentes parties d’un même site dif initial de la souche. Après intégration
de phage ils sont séparés car faisant partie des sites attL et attR. ER = end
repeat, eio = element-intervening ORF. D’après Faruque et al. [158]

Cependant lors de cette étude en 2007 la dynamique de TLCΦ et sa

catégorisation en temps qu’IMEX n’était pas clairement établie. Nos résul-

tats de co-excision TLCΦ-CTXΦ suggèrent que l’excision Xer dépendante

de TLCΦ conduit à l’élimination de tous les IMEXs du chromosome I in-

tégrés après lui-même. L’excision de TLCΦ pourrait donc conduire à un

cas comme celui de la souche B-33. Dans les conditions de laboratoires tes-

tées, nos fréquences d’excision de TLCΦ conduisant à la perte de CTXΦ

étaient 10 fois plus importantes que la perte par d’autres évènements de

recombinaison imprécis (voir Table S2 de l’article). Cet aspect pourrait

être facilement critiqué en argumentant que nous avons travaillé avec un



98 Discussion part. I

système artificielle où XerC et XerD de V.cholerae étaient surproduites,

et que l’utilisation du gène de contre sélection sacB que nous avons utilisé

pour repérer les excisant peut interférer avec l’excision. Cependant, en 2014

M. Kamruzzaman et al. [160] ont proposé qu’une superinfection par RS1Φ

conduit à la perte de copies intégrées de CTXΦ de manière recA dépen-

dante. Dans leur table 3 reflétant leurs excisions de CTXΦ, (voir Figure

2.6) nous remarquons que dans 5 cas sur 11 la perte de CTXΦ coïncide

avec celle de TLCΦ. Ces données suggèrent que l’excision de TLCΦ n’est

pas le seul fait de notre essai.

Figure 2.6 – Table d’excision des IMEXs lors de la surexpression
de la réponse SOS. D’après Table 3 deM. Kamruzzaman et al. [160]

Enfin les travaux de Das et al. proposèrent en 2011 que l’excision de

VGJΦ par recombinaison Xer pouvait co-exciser CTXΦ s’il s’était intégré

après lui. Cependant les IMEXs de type VGJΦ ont rarement été trouvés

intégrés en amont de CTXΦ dans les génomes de souches de V. cholerae.



Chapitre 3

Résultats partie II : Facteur

d’intégration de TLC (article en préparation)

Dans la seconde partie de ma thèse j’ai recherché et étudié le ou les

facteurs de TLCφ permettant son intégration dans le génome de V. cholerae

au site dif1. Les résultats présentés dans ce chapitre sont en cours d’écriture

pour être soumis à publication.

3.1 Contexte ayant conduit à la recherche de

facteurs d’intégration

Lors des essais d’intégration in vivo de TLCφ au site dif1 du chro-

mosome I de V. cholerae nous avons remarqué qu’en opposition au cas

de CTXφ, un plasmide contenant uniquement le site attPTLC n’est pas

capable de s’intégrer à dif1 (voir pBS89 Figure 1A de l’article en prépara-

tion). Ces résultats suggéraient que le site attPTLC n’est pas suffisant et

qu’un autre facteur présent sur TLCφ permet l’intégration. La nature de

ce facteur est cependant inconnue. Il pourrait s’agir d’une séquence ADN

servant de site de fixation pour des protéines de l’hôte ou du phage, et

99
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qui serait impliquée dans une structure secondaire et/ou bien une protéine

codée par le génome de TLCφ. Dans le cas du phage λ par exemple le

site attP est accompagné de séquences accessoires, contenant 16 sites de

fixation des protéines de l’hôte IHF, Xis et Fis. En cas d’intégration la

fixation d’IHF sur les séquences accessoires crée un structure ADN envi-

ronnant le site attP qui est propice au mécanisme d’intégration. Cependant

en cas d’excision et donc de recombinaison en intramoléculaire la synapse

est de structure différente puisqu’à présent les trois protéines Xis, Fis et

IHF interviennentt sur les séquences accessoires [166]. La directionnalité

de la réaction de recombinaison peut donc être imposée par des séquences

et protéines accessoires même en cas de recombinaison en intermoléculaire.

3.2 Papier en préparation

Auteurs : Caroline Midonet, Evelyne Paly et François-Xavier Barre.

Introduction

Integrative mobile genetic elements as integrons, lysogenic phages and

genetic islands, are often found in bacterial chromosome and their function

or contribution in to the fitness of their host can be masked or not well

understood ( cryptic element ). Most of them possess their own integrase

allowing tthe recombination between a site present in their genome (attP)

and a site present in the host genome (attB). Each integrative element

specify his cognate attB site. In contrast some mobile genetic elements

that do not encode for integrase, hijack XerC and XerD recombinases of

the host (IMEX for Integrative Mobile Element using Xer)[136]. Thus, the

IMEX co-exploit the same attB site, dif, generating interactions between
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them.

XerC and XerD are two related tyrosine recombinases encoded in the ge-

nome of most of bacteria and which are involved in chromosome dimer reso-

lution (CDR) by adding a crossover at the specific dif site [167, 31, 58, 14].

XerCD machinery is almost ubiquitinous among bacteria and well conser-

ved, therefore is an advantageous target for IMEXs [11, 31]. For CDR,

XerCD recombination occurs in a synaptic complex implicating two dif

sites, each of them loaded by one XerC and one XerD. During the recom-

bination process, each pair of recombinase catalyse sequentially a strand

exchange. However, in absence of accessory factor, no CDR can be al-

lowed : 1) XerD is inactive while XerC can perform a first strand ex-

change at low efficiency leading to highly reversible Holliday junction (HJ)

[44, 168, 96, 95]. To allow CDR, XerD needs to be activated by the division

protein FtsK which constitute a cycle control [94, 82, 169, 62]. Then, the

HJ can be resolved by XerC and the dimeric chromosome is converted into

two monomeric chromosomes ; in other words, one chromosome is excised

from the other.

The IMEXs have evolved strategies, independent of the FtsK control,

to remain stably maintained at dif and not be seen as dimeric chromo-

somes. Some exploit the XerC-first pathway through different mechanisms

to integrate as CTX and VGJ and some use a pathway starting with XerD

as TLC [7]. CTXφ, the first IMEX described, is a filamentous phage enco-

ding for the cholera toxin that is one of the major factor of pathogenicity

of Vibrio cholerae, the bacterium responsible for cholera disease [152, 130].

It integrates as a single stranded DNA form as the attP site is generated

by annealing two different regions of its single stranded genome [135]. The

CTX attP site cannot allow the XerD strand exchange and the pseudo-HJ
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formed by XerC with dif is stable enough to be encountered by the replica-

tion forks [138]. This pseudo-HJ is also stabilised by EndoIII a host factor

[139]. As the attachment site is masked after double strand conversion its

excision is impossible but extrachromosomal copies can be produced by

rolling circle replication between two tandemly repeated copies integrated

at the chromosome. In the case of VGJφ, the genome integrates as double

stranded DNA and whereas the two strand exchanges are possible, the first

exchange is catalysed by XerC [145]. The mechanism allowing this recom-

bination pathway was not studied. In this case, while stably maintained in

the population, VGJφ can excise his genome or the group of IMEX genome

present between VGJ and the dif site, in particular allowing the excision

of CTX. The CTX-VGJ particules can be packaged by capside proteins

of VGJφ] increasing the dissemination of CTX [144]. Indeed, the toxin

co-regulated pilus (TCP) classically used for CTXφ adsorption is expres-

sed only in intestinal conditions whereas VGJφ use the mannose-sensitive

hemagglutinin (MSHA) pilus that is constitutively express by V.cholerae

[170].

A third type of IMEXs with the first example recently characterized

is the toxin linked cryptic element (TLC). TLC type of IMEXs have the

particularity to carry an attP site with degenerated sequence in the XerD

binding arm compare to the consensus sequence. In the case of TLC only

3 out of 11 bp remained compare to the targeted dif site (see Figure 3.1),

which alters XerD binding in this region [30].

Nevertheless TLCφ was the first mobile element described that exploits

XerD first exchange and without requiring FtsK activation despite a highly

degenerated sequence in XerD binding arm compared to the consensus se-

quence [30]. TLC is a satellite phage found integrated in most of the pa-

thogenic V.cholerae strains at a position suggesting that its acquisition



103

Figure 3.1 – Alignment of dif1 site and attPTLC site. Bases in blue
and minus indicate bases that differ in attPTLC compare to dif1 targeted
site.

preceded the acquisition of CTX [147, 148]. The excision of TLC will lead

to remove all the IMEXs integrated after it, hence resetting the attB site

for new IMEX combination [30]. Here, we studied the mechanism allowing

TLC integration deciphering how the XerD exchange becomes independent

and insentive to FtsK. Thus, we identified and characterised a TLC enco-

ded factor activating XerD via direct interaction and allowing to overcome

the degenerated XerD binding site of TLC.

Results

TLCφ genome encodes a factor necessary for its inte-

gration

During the study of TLC recombination pathway [30], it was noticed

that a plasmid containing only the attachment site attPTLC could not in-

tegrate in V. cholerae strains suggesting the requirement for an additional

element of the TLC phage. In order to identify this element, different trun-

cated forms of TLC were constructed and tested in an integration assay

previously developed (3.2, mat and meth [30]). To this aim we amplified

by PCR TLC genome from N16961 genomic DNA of V.cholerae strain and

cloned it into a pSW23T vector containing cat resistance gene, an oriT for
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conjugation and conditional origin of replication R6K that requires λ pir

system. To avoid any replication of TLCφ by rolling circle we introduced

a nonsense mutation into the gene cri encoding replicase (see Mat and

meth). The plasmid carrying the full version of TLC with a point muta-

tion inactivating TLC replicase was used as reference for the integration

efficiency (see pBS126 Figure 1B). In the integration assay we conjugated

TLC-plasmids (pTLC) from E.coli β2163 strain containing λpir system to

V.cholerae strain where it does not replicate. The only way for recipient

cells to acquire the resistance to chloramphenicol would be to integrate

pTLC.

As previously published this system does not interfere with IMEXs in-

tegration [145, 138, 139]. In order to check the specificity of integration at

dif1 site, we used a colorimetric assay based on the disruption of lacZ due

to the integration of the tested plasmid in a dif1 site placed within the co-

ding sequence of the lacZ gene. The endogenous V.cholerae lacZ gene and

the genomes of integrated IMEXs were deleted by natural transformation.

In absence of integration events, the colonies become blue on X-Gal plate.

Integration of TLCφ disrupts the lacZ-dif1 ORF and leads to colonies that

remain white on LB-agar Xgal plates.

As observed previously, no integration was detected using the plasmid

pBS89 corresponding to the vector carrying only the attPTLC site . Simi-

larly, no integration was detected with pCM1, pCM7, pCM8, pCM9 but

plasmids pCM10, pCM31, pCM32 and pCM33 led to integration at a fre-

quency between 10´3 and 10´4. In the case of pCM33 almost all the genome

of TLC was deleted without affecting integration abilities. Only the regions

carrying the end of ORF VC1467, ORF VC1466, ORF VC1465, attPTLC
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Figure 3.2 – Schematic linear representation of deletions made in
TLC genome. Blue arrows indicate ORF and their orientation. attPTLC :
magenta square. Continous black line : dsDNA, dotted line the region de-
leted with positions indicated by numbers. Yellow star marked punctual
nonsense mutation.+ : integration frequency between 10´3 and 10´4 on 3h
, - : integration is below the level of detection estimated at 10´6.

and a fraction of the adjacent region of attPTLC were still present (see

Figure 3.2). However in pCM7 that does not integrate the end of VC1467,

VC1466 and half of VC1465 sequences are deleted. These results suggested

that either this region contains a DNA sequence important for integration

or VC1466 and/or VC1465 encodes a protein necessary for integration or

both. To test the requirment of the product of either VC1466 or VC1465,

we introduced a nonsense mutation in ORF VC1466 and VC1465 to obtain

pCM23 and pCM24 respectively. Only pCM24 was affected for integration,
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Figure 3.3 – Complementation in trans with VC1465 under pAra
promotor. n.d. : not detected. Induction was performed with 0.2% of
arabinose.

as no integrants were detectable (see Figure 3.2). To eliminate the possi-

bility of any polar effect due to the mutation and confirm the hypothesis

of a protein encoded by VC1465, we build a plasmid for complementation

in trans with VC1465 under pAra promotor. We tested the integration

of pCM1, pCM24 and pBS89 with or without induction of VC1465 with

0.2% arabinose. Expression of VC1465 in trans complements fully the in-

tegration of pCM24 and pCM1 but partially pBS89 (see Figure 3.3). These

results suggest that the ORF VC1465 is a gene encoding for a protein im-

plicated directly or indirectly in the integration process of TLCφ.

The protein encoded by VC1465 was predicted to encode for a putative

DNA binding protein. This protein that we decided to call XafT (Xer ac-

tivator factor of TLC) is 194 aa sized and contains two predicted domains.

The first one in Nter is a HTH domain from the XRE (Xenobiotic Response

Element) family that are often transcriptional regulators. The second one



107

is a domain of unknown function DUF3653 located in Cter and found in

some proteins of phages. Interestingly research of DUF3653 domain in Uni-

prot and Pfam databases leads to IMEXs from TLC type integrated into

the genome of bacteria like Nitrosomonas, Xanthomonadales, Vibrios and

Xyllela.

XafT is sufficient to activate Xer recombination bet-

ween attPTLC and dif1 in vitro

To investigate the role of XafT, the attPTLC/dif1 recombination was

tested in vitro in presence or absence of this factor. The attPTLC frag-

ment was a 152bp linear fragment containing attPTLC, TLC sequence on

XerD side and R6K backbone on the XerC side and the dif1 fragment

was a linear fragment of 34bp dif1 site labelled with each strand label-

led either by Cy3 or by Cy5. The recombination reaction was performed

using 1pmol of labelled dif1 and 2pmol of non-labelled attPTLC fragment.

And with an excess of purified XerC, XerD and VC1465 during 2h before

treatment with proteinase K to remove proteins from DNA (see Mat. and

meth.). Each reaction samples were run in acrylamide gel to separate the

different fragments. In absence of recombination, the only detecteable frag-

ment should be the dually labelled dif1 fragment. In case of HJ formation,

both fluorophores should be associated with a product of higher size. If the

complete reaction with two exchanges occurs, two products of different sizes

should be formed : one labelled with Cy3 and the other labelled with Cy5.

As expected, in the absence of any protein neither product nor HJ were

observed (see Figure 3.4). The same result was obtained with only XerCD

or XafT. In presence of the three proteins together, a small fraction of the

substrate was recombined generating mainly HJ and a small fraction of

few complete products. These results suggest that XafT activates XerCD
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Figure 3.4 – in vitro recombination between attPTLC and dif1 .
(+) and (-) signs indicate proteins added. KQ : catallytic mutant. HJ :
Holliday junction. P : products 1 and 2. S : substrat. red and green circles
represent Cy3 and Cy5 fluorophores respectively. * = labelled DNA with
both Cy3 and Cy5.

recombination in vitro. No additional factor seems to be required.

In order to test if the recombination obtained in vitro is the same

than the one studied before in vivo, we used catalytic mutants of XerD

(XerDKQ) and XerC (XerCKQ) to analyse the pathway of integration [29].

No recombination can be detected with XerDKQ while the recombination

is blocked at the HJ step with XerCKQ. This confirm that XerD initiates

the first strand exchange to form an HJ resolved by XerC as observed in

Midonet et al. [30]. This reaction is able to activate XerD independently

of FtsK gamma domain.
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XafT activates recombination between two dif1 sites

As reported previously, modifications in dif1 sites can modify the re-

quierement of XerD to be activated [31]. We wondered if the degenerated

XerD binding site of attPTLC could be important for the activation by

XafT. To answer to this question we replaced attPTLC by dif1 in pCM33

and tested it in the in vivo integration assay. Plasmid carrying dif1 inte-

grates independently of FtsK into dif1 site in presence of XafT (data not

shown).

Then we performed the same assay in vitro as previously described and

with the same fragment of DNA but replacing attPTLC by dif1. The results

were similar (see Figure 3.5). Recombination occurs only in presence of the

three proteins leading mainly to HJ but also to full products. The efficiency

seems slightly higher than with attPTLC. In this case, the recombination

is similar as with attPTLC : XerD initiates the first strand exchange while

XerC resolves HJ into product. We concluded that XafT can also activate

recombination between two dif1 sites.

Activation does not require accessory sequences in vitro

We noticed that XafT complements poorly a plasmid carrying only

attPTLC without any additional sequences of TLC (see Figure 3.3). To

determine whether any accessory sequences could be required we used dif-

ferent attPTLC fragment in our in vitro recombination assay. Using a

shorter fragment of attPTLC where no TLC adjacent sequence remains,

we observed that the recombination in vitro was not affected (see Figure

3.6). No P1 products can be seen on the gel when using the fragment wi-

thout DNA on XerD binding side because the product P1 has the same

size than the substrate.

XafT is a putative DNA binding protein. In order to test if its role in
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Figure 3.5 – In vitro recombination between two dif1 sites. (+)
and (-) signs indicate proteins added. KQ : catalytic mutant. HJ : Holliday
junction. P : products 1 and 2. S : substrat. *= labelled DNA with both
Cy3 and Cy5.

activation requires any flanking DNA sequence, we used a 31bp dif1 site

without flanking DNA on the XerC binding side (3bp) and with various

length of DNA sequence on the XerD side (see Figure 3.7).

We decided to use recombination between two dif1 sites as recombina-

tion efficiency was better and we knew that TLC DNA is not required for

attPTLC recombination with dif1. The sizes of 28bp, 25bp, 20bp, 15bp,

10bp and 5bp were tested. After in vitro recombination samples were put

under migration on a sequencing gel. Because of denaturation properties

of sequencing gels no HJ can be observed. The size of the fragment resul-

ting from any exchange will inform us on recombination, nevertheless it

would be impossible to distuinguish between HJ and full product forma-
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Figure 3.6 – recombination between attPTLC and dif1 when re-
moving TLC genome on XerD side. a : dif1/attPTLC fragment of
152bp without XafT, b : recombination dif1/attPTLC fragment of 152bp
with XafT, c : recombination dif1/attPTLC fragment without TLC DNA
on XerD side and with XafT. Scheme depicting substrats and products are
represented. blue lines indicate short attPTLC case.
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Figure 3.7 – sequencing gel of dif1/dif1 recombination while re-
ducing the size of non-labelled substrate. HJ : Holliday junction. P :
products 1 and 2. S : substrat. *= labelled DNA with both Cy3 and Cy5.
Tested lengths on XerD side : 28bp, 25bp, 20bp, 15bp, 10bp, 5bp. Only
3bp were added on the XerC binding side.
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tion. After recombination (HJ or product), the size of fragments labelled

with Cy5 fluorophore should always be the same (P2) while the size of frag-

ments labelled with Cy3 should vary with the size of the substrate (P1).

Fluorophores Cy3 and Cy5 interfere with migration of DNA along elec-

trophoresis. On classical gel no distinction can be made but in sequencing

gels DNA with 2 fluorophores migrates slightly slower than DNA with one

fluorophore. This property explains why with the shortest substrate, the

product Cy3 with 5bp on XerD side, migrates below the substrate (that

contains 3bp on XerD side) while it was expected to be slightly upper. In

all the tested conditions with different sizes we were able to see activation

of recombination. As the shortest substrates of attPTLC (36bp) recombine

with a short dif1 sites (34bp) we assumed that no DNA (except the dif1

site) is required for activation of XerD throught XafT and that action of

XafT could be mediated by direct interaction with Xer recombinases.

XafT interacts directly with XerD

In order to test the interactions between XafT, XerC and XerD recom-

binases we used purified proteins MBP-XerD, MBP-XerC and XafT in an

in vitro pull down assay. To this aim amylose covalently coupled with pa-

ramagnetic beads were incubated with 1µM of MBP-Xer, 1µM of negative

control MBP-136 (a protein encoded by the phage VGJ) or/and 2µM of

XafT in the same buffer than in vitro recombination complemented with

Triton 1X. After incubation and washes, samples were run on acrylamide

gels. A slight band is observed in presence of non-tagged XafT alone, indi-

cating that the protein sticks a little to the beads. As expected MBP-XerC,

MBP-XerD and MBP-136 bind to beads through their MBP tag and can

be efficiently recoverd in this pull down assay (Fig 3.8A). When incubating

XafT with MBP-XerD, it allows to enrich the recovery of XafT ; about 2.5
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more than the non specific recovery (XatT alone, lane1). In contrast, using

MBP-XerC or MBP-136 (as negative control), the recovery of XafT was

not enriched compared to the recovery in absence of any MBP protein to

pull down (see Figure 3.8 A and B). As these experiments were perfor-

med with purified proteins, it suggests that XafT interacts directly and

specifically with XerD.

XafT increases the cooperativity of XerC and XerD bin-

ding to the attPTLC site

Our assay demonstrated that XafT activates efficiently recombination

between attPTLC and dif1, in vivo and in vitro despite the degenerated

XerD binding site. As XafT interacts with XerD we wonder if XafT could

increase the affinity of XerD for attPTLC site. Unfortunetly we were unable

to see any effect of XafT on XerD binding in gel shift assay and when we

use the three proteins together, the complexes migrated in the wells (data

not shown).

We then proposed that XafT could increase the cooperation for binding

beetween XerC and XerD on attPTLC site. To test this hypothesis, we

looked at XerD retention in in vitro pull down assay of MBP-XerC, and

supplemented with XafT and attPTLC or dif1 (see Figure 3.9 and 3.10).

First we noticed that purified XerD sticks aspecifically to the beads.

No significant enrichment of XerD in presence of MBP-XerC meaning that

interactions between both in absence of DNA are poor. A slightly but not

significant increase was obtained when adding MBP-XerC and dif1 site

indicating that even on a dif1 site the cooperation for binding is weak in

our conditions. XafT does not increase XerD recovering in absence of DNA.

A significant enrichment of XerD is obtained when using both MBP-XerC,
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Figure 3.8 –XafT recovering in pull down assay of different MBP-
tagged proteins. (A) gel of pull down. (+) and (-) signs indicate proteins
added. (B) Graphic representation of XafT relative density in the differents
pull down conditions. 1µM of MBP-XerC, MBP-XerD or MBP-136 were
incubated with or without 2µM of XafT. Analyses were made on three
independent experiments. ANOVA test with Dunnett’s correction was per-
formed.
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Figure 3.9 – XerD recovering in pull down assay of MBP-XerC,
with XafT and dif1/or attPTLC sites. Same legend as Figure 3.8.
Analyses were made on for independent experiments. ANOVA test with
Tukey’s multiples comparisons was performed (see Figure 3.10).
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Figure 3.10 – Table S4 : Statistical analysis of XerD recovering in
pull down experiment with MBP-XerC. Data were analysed using
Prismgraphpad. ANOVA with Tukey test was performed. C= MBP-XerC,
D= XerD. ns : P> 0.05, * : Pď0.05, ** : Pď0.01, *** : Pď0.001, **** :
Pď0.0001. Statistical analysis was made on 4 independent replicates.

dif1 and XafT compare to conditions with only MBP-XerC , XerD and

dif1 site. This result suggests that XerC and XerD are able to bind more

efficiently dif1 site in presence of XafT.

When adding MBP-XerC and attPTLC no enrichment of XerD was

obtained. Surprisingly XerD seems to stick slightly less to beads in presence

of attPTLC DNA. Then significatly more XerD was recovered with MBP-
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XerC, attPTLC DNA and XafT, indicating that XafT help XerD binding

on attPTLC maybe by increasing binding cooperation between XerC and

XerD.

Taken together these data suggest that XafT favors XerCD interaction

or at least their binding on a dif1 or attPTLC site. This could explain how

a such degenerated sequence in attPTLC can form a synapse with dif1 for

Xer recombination.

Discussion

Here we characterized the phage factor used by TLC to integrate into

V.cholerae chromosome I. The protein XafT encoded by the ORF VC1465

activates XerD by interacting directly and specifically with it. In addition

to this XafT seems to increase the cooperative binding of XerC and XerD

to the attPTLC site, which may explain how the degenerated attPTLC

can form a synapse with dif1 site.

XerD activation process

We demonstrated in this paper that direct interaction between XafT

and XerD mediates activation of XerD to initiate the recombination pro-

cess. As not only binding of XerD to its site but also the activation of

the XerD strand exchange were mediated by XafT, we propose a model

in which XafT interaction with XerD induces a conformational change of

XerD responsible for these two activities. The synapse formed by this mo-

dified XerD would directly be in a conformation in favor for XerD cleavage.

One mechanistic explanation based on current model could be that under

XafT interaction the extreme Cter of XerD would interact with XerC in

cis to be active [44, 40, 168, 36, 47].
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We noticed in the process of recombination under XafT, an accumu-

lation of HJ both in in vitro recombination assay and in in vivo intra-

plasmidique recombination assay(see Midonet et al. [30]). While in the

case of a dif/dif recombination under FtsK, HJ are observable only in the

presence of an intercalating agent [62]. Similar observation was reported

in in vitro recombination assay using XerD fused with the FtsK gamma

domain [171]. In the case of the FtsK activation, P. May et al. demonstra-

ted using in vitro single molecules approaches that HJ were resolved after

dissociation of FtsK of the synapse [29, 87]. It is possible that activators of

XerD constrain a synapse conformation leading to an HJ unable to isome-

rize. Thus no XerC activation would be possible as long as the constrain

persists. The only way to perform the second strand exchange would be

the departure of the activator after HJ formation. In the case of FtsK, the

departure could be achieved by FtsK hexamer dissociation or DNA trans-

location reversion. However in vitro, the accumulation of HJ in reaction

using XafT or FtsK-gamma fused to XerD could be due to the fact that

the departure of the activators could not be possible. We hypothesize that

in vivo either a factor of the bacteria removes XafT from the synapse or

replication fork converts HJ into product as suspected for IMEXS of CTXφ

and VGJφ types [138, 145].

XerD binding and DNA context for recombination

We determined that XafT activates XerD catalysis through direct inter-

action and increases cooperativity for XerCD binding to the attPTLC site.

Blakely et al. demonstrated that binding of E.coliXerC is 40 to 160 better in

presence of E.coliXerD on dif site [14, 38]. Efficiency of E.coliXerD binding

was increased in presence of E.coliXerC too but no estimation was possible

because XerC binding is poor on dif site. Thanks to this cooperativity they
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have shown that E.coliXerC binding on a none-specific sequence is possible

if E.coliXerD is bound on its specific DNA sequence[38]. XerD binding on a

none-specific sequence was nerver observed before. Since cooperativity for

binding exist between the XerC and XerD of vibrio we propose that XafT

allows XerD binding on the degenerated sequence of attPTLC by this me-

chansim [30]. However 3 bp out of 11 bp are the one found in the consensus

sequence of XerD recognition site. It is still unclear if these 3bp are neces-

sary even in the presence of XafT to allow XerD binding, especially as the

guanine in the major groove that is important for XerD interaction with

DNA is conserved [38].

In vitro experiments indicated that no specific DNA sequences were

required to activate recombination. However in vivo complementation as-

say have shown less integration with pBS89 that carry only attPTLC site

(Figure 1B and C). We hypothesize that DNA context close to attPTLC

on the XerD binding side can interfer with recombination. As the pSW23T

backbone was cloned between XerC binding site and ORF VC1465 we tes-

ted an another construction with ORF VC1465 at the direct proximity of

attPTLC on the XerC binding side as it must be the case in the circular

dsDNA form of the phage. No differences in efficiency of integration in vivo

were observed indicating that DNA environment on XerC side doesn’t af-

fect integration (data not shown). As the plasmid pCM31 carrying 186bp

of the XerD binding adjacent region of attPTLC is able to integrate in

vivo we asked if this region contains a recognition site for XafT. No speci-

fic binding of XafT was observed on this region when tested it by gel shift

assay and using none-specific DNA as competitor (data not shown).
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Stability of TLC could depend of XafT expression

We previously reported that the pathway of TLC excision is the same as

TLC integration [30]. The process is initiated by XerD catalysis in an FtsK

independent manner, and then XerC resolves the HJ formed. Nevertheless

TLC integration was more efficient than excision in the tested conditions.

Even under overexpression of XerCD recombinases that increases by 100

fold the frequency of integration, the efficiency of excision remained at a

low frequency of 10´4. As excision was the same under XerCD overexpres-

sion we hypothesized that after integration the quantity of XafT is limiting

and therefore we tested the excision efficiency under XafT and/or XerCD

overexpression. We observed a 5 fold increase of excision when overexpres-

sing XafT and 103 fold increase when overexpressing XafT and XerCD.

These results suggest that XafT expression is limiting the process of exci-

sion of TLC from the chromosome after integration. Few is known about

the promotor of VC1465 and its regulation. The molecular signal inducing

TLC excision have to be investigated as TLC departure removes CTX co-

pies from Chr. I. VC1465 expression may be regulated by SOS response as

Kamruzzaman, M et al. [160] were able to see loss of TLCφ, CTXφ and

RS1φ in almost half of the strains were SOS response was overexpressed.

Fournes et al. [171] demontrated that FtsK translocation inhibits difGGi ex-

cision that posses degenerated bases in the XerD binding site. It is possible

that such mechanism favors the stability of prophage TLC however XafT

seems to permit to go through the removing of XerCD recombinases maybe

because recombination occurs when FtsK does not translocate DNA.

Interestingly, only one of the two or three successives integrated copies

of TLCφ carries VC1465 while the other possess VC1471. We were not able

to obtain integration of a TLC variant carrying VC1471 nor recombination

between two attPTLC sites that could explain this chromosomal copies
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and their positioning the most war away dif1 that suggest they were the

first IMEXs integrated (data not shown). Nevertheless we noticed that the

first 63pb out of 168bp of VC1471 are the same that VC1465 beginning. As

the quantity of XafT seems to limit excision it is possible that acquisition

of multiple copies of TLC requires partial deletion of VC1465 through an

unknown mechanism.

Material and method

In vivo integration : Plasmids to test for integration were transformed

in donor β2163 E.coli strains and conjugated to recipient CMV01 (modi-

fied strain of N16961) strain of V.cholerae. LB culture of donor (with DAP

0.3mM) and recipient cells were performed at 370C until OD«0.3-0.6 and

mixed in proportions 1 donors for 10 recipients approximatly. They were

concentrated in 10µL and left on membrane on agar-LB-DAP plate during

3h at 370C. After incubation membranes were removed and cells suspended

in LB. Different dilutions were spreading on LB-agarose plates containgin

Kn (25µg/ml) and Xgal (40µg/ml) before overnight incubation at 370C. A

plasmid containing the full replicative TLC (pBS90) was used to estimate

the efficiency of integration.

Protein purification : E.coli strains BL21 DE3 were used to overexpress

proteins of interest. E.coli strains were transformed with plasmid for ex-

pression (see Table) and selected on Kn agar-LB plates. Cultures of 1L of

LB+Kn were inoculated with colonies until exponential phase at 370C un-

der agitation then induced with 1mM of IPTG. Induction was performed

at 200C overnight under shaking. Induced cultures were pelleted, washed

in LB and lysed with French press in presence of protease inhibitor (sigma
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EDTA free), 1M NaCl (or 200mM for XerD), 1mM EDTA, 50mM Tris-HCl

pH7). Lysates were centrifuged at 34 000g in PSF tubes then filtrated on

0,45µm and 0,2µm at 40C. Purification was performed with AKTA purifier

on MBPTrap column (GE Healthcare) and eluted in presence of 10mM of

maltose. After quantification, fractions were digested overnight with TEV

protease to obtain proteins without tag. To remove the tag and concen-

trate proteins, samples were purified on heparin column after cleavage and

eluted using 1M NaCl. XerC, XerCKQ and XerD, XerDKQ were tested for

binding in gel shift experiment before storage. Aliquots of proteins were

conserved at -800C.

In vitro recombination assay : Annealing of oligonucleotides to create

dif1, or attPTLC sites were performed in 100mM NaCl with «0.5µM of

labelled oligos and «0.6µM of none-labelled oligos. In some cases PCR

products were used for none-labelled DNA. Reactions occurred 2h at 370C

with following final concentrations : 25mM Tris-HCl pH7.5, 1mM EDTA

pH8, 10% glycerol, 100mM NaCl and 100ng/ml of BSA, 1pmol of labelled

DNA, 2pmol of non-labelled DNA. After incubation samples were treated

with proteinase K, 1h at 370C. Then they were separated on acrylamide

gel with 5% of acrylamide 29 :1 (Biorad), TBE 0.5X during 1h20 at 17mA.

Gels were revealed with Typhoon (GE healthcare) using filters 670BP30

and 580BP30. In the case of assay with sequencing gel, urea-denaturing

gel was used, containing 3% of acrylamide 19 :1 and 10% urea. Migration

occurred 1h30 at 90W constant.

Pull down : Pull down experiments were performed in 1% Triton X-100,

100mM NaCl, 25mM Tris-HCl pH6.8, 1mM EDTA, 100ng/ml of BSA and

10% of glycerol. The final volume used was 50µL. Amylose coupled para-
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magnetic beads were used to recover MBP-tagged proteins. Concentrations

of proteins were the following : 1µM for MBP-tagged proteins and 2µM

for none-tagged proteins. Samples were incubated 1h30 at RT then washed

three times in 3X volumes. Elution occurred by warming up samples in

20µL final containing LDS buffer (added with β-mercaptoethanol). Samples

were put under migration on acrylamide gel of gradient 4-20%. Staining

of proteins was performed with fluorescent Krypton Stain (ThermoFisher

Scientific).

Pull down quantification : Proteins bands were quantified using Ima-

geJ software. Areas of pics were normalized with reference corresponding

to proteins that stick to the beads (without tag). Relative density of bands

were calculated by dividing the purcentage of recovered protein with pur-

centage of the pic of reference. Thus statistical relevance was tested using

ANOVA (prism graphpad software).

Gels shift : Gels shift assay were performed in the same buffer than

in vitro recombination. Proteins were incubated with DNA on ice 15min

before loading on acrylamide gel 29 :1 of 5%. Gels were revealed as for in

vitro recombination assay.

supplementary Material and Method

Table S1 : Plasmids
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Name Derive from Properties Source

pBS89 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying attPTLC site This study
pBS126 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying suicide form of TLC (stop mu-

tation in cri)
[30]

pCM1 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after XbaI,
SpeI digestion of pBS126

This study

pCM7 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after NsiI
digestion of pBS126

This study

pCM8 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after BglII
digestion of pBS126

This study

pCM9 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after Bs-
pHI digestion of pBS126

This study

pCM10 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after
AlWnI digestion of pBS126

This study

pCM31 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after SpeI,
SwaI digestion of pBS126

This study

pCM32 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after Aa-
tII, SpeI digestion of pBS126

This study

pCM33 pSW23T Ori R6K, CmR, partial suicide TLC obtained after HpaI
digestion of pBS126

This study

pCM23 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying suicide TLC with stop muta-
tion in VC1466

This study

pCM24 pSW23T Ori R6K, CmR, carrying suicide TLC with stop muta-
tion in VC1465

This study

pCM34 pSC101 vector, AmpR, with VC1465 under pAra promotor This study
pCM153 pBR322 vector, KnR carrying MBP-6His-Tev(site)-VC1465 un-

der T7 promotor and lacO operator
This study

pCM157 pBR322 vector, KnR carrying MBP-6His-Tev(site)-vibXerC un-
der T7 promotor and lacO operator

This study

pCM158 pBR322 vector, KnR carrying MBP-6His-Tev(site)-ORF136 of
VGJφ under T7 promotor and lacO operator

This study

pCM162 pBR322 vector, KnR carrying MBP-6His-Tev(site)-vibXerD un-
der T7 promotor and lacO operator

This study

pCM163 pBR322 vector, KnR carrying MBP-6His-Tev(site)-vibXerC(KQ)
under T7 promotor and lacO operator

This study

pCM164 pBR322 vector, KnR carrying MBP-6His-Tev(site)-
vibXerD(KQ) under T7 promotor and lacO operator

This study
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Table S2 : strain
Name Genotype Source

CMV01 N16961 ;∆lacZ ; ChapR ; dif1 -prophages : :e.coli lacZa-dif1 -
lacZb-FRT-sh ble-FRT (zeoR)

[30]

Table S3 : primers
Name Used for Sequence

2481 PCR on pCM33 to generate linear fragment containing
attPTLC with TLC DNA on XerD side and R6K back-
bone on XerC side

CCCGAGCTCCCTGCCAATCCTTACGATG

2206 PCR on pCM33 to generate linear fragment containing
attPTLC with TLC DNA on XerD side and R6K back-
bone on XerC side

GCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCC

3418 short labelled dif1 for in vitro recombination Cy5- cggATTTAACATAACATACATAATGCGCACTcgg-
Cy3

3419 short labelled dif1 for in vitro recombination ccgAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATccg
3505 labelled short attPTLC for pull down and gel shift Cy5- CGGCACTTTCTCTACATACATAATGCGCACTCGG-

Cy3
3506 labelled short attPTLC for pull down and gel shift CCGAGTGCGCATTATGTATGTAGAGAAAGTGCCG
3406 fwd dif1 with 28bp on XerD side agcAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATggcctaacgcctaaagcggccgcctacg
3407 rev dif1 with 28bp on XerD side cgtaggcggccgctttaggcgttaggccATTTAACATAACATACATAATGCGCACTgct
3408 fwd dif1 with 25bp on XerD side agcAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATggcctaacgcctaaagcggccgcct
3409 rev dif1 with 25bp on XerD side aggcggccgctttaggcgttaggccATTTAACATAACATACATAATGCGCACTgct
3410 fwd dif1 with 20bp on XerD side agcAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATggcctaacgcctaaagcggc
3411 rev dif1 with 20bp on XerD side gccgctttaggcgttaggccATTTAACATAACATACATAATGCGCACTgct
3412 fwd dif1 with 15bp on XerD side agcAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATggcctaacgcctaaa
3413 rev dif1 with 15bp on XerD side tttaggcgttaggccATTTAACATAACATACATAATGCGCACTgct
3414 fwd dif1 with 10bp on XerD side agcAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATggcctaacgc
3415 rev dif1 with 10bp on XerD side gcgttaggccATTTAACATAACATACATAATGCGCACTgct
3416 fwd dif1 with 5bp on XerD side agcAGTGCGCATTATGTATGTTATGTTAAATggcct
3417 rev dif1 with 5bp on XerD side aggccATTTAACATAACATACATAATGCGCACTgct
2956 replace attPTLC with dif1 in pCM33 TTATGTTAAATAAGACTACGAAACACAAACCAAG
2957 to replace attPTLC with dif1 in pCM33 CATACATAATGCGCACTAGGATC

3.3 Résumé

Par une approche génétique de délétions partielles du génome de TLC

et des tests d’intégrations in vivo nous avons démontré au sein de cet ar-

ticle que le génome de TLC code pour une protéine accessoire nécessaire à

la réaction de recombinaison entre attPTLC et dif1. Le gène VC1465 code

pour ce facteur XafT (Xer activation factor of TLC), une protéine de 194

aa prédite comme putative protéine de liaison à l’ADN et régulateur trans-

criptionnel car elle possède un domaine hélice-tour-hélice de type XRE

(xenobiotique response element). En Cter, elle possède un autre domaine

de function inconnue DUF3653 caractéristique de protéines de phages. Une

rapide recherche des domaines DUF3653 dans les bases de données Pfam

et Uniprot nous indique que ces domaines semblent plus particulièrement

présents dans des protéines codées par des IMEXs de types TLC et retrou-
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vés intégrés dans le génome de bactéries telles que les Xanthomonadales,

les Vibrionales et certaines β-protéobactéries telles que Nitrosomonas eu-

ropaea ou Thiobacillus denitrificans. Ces protéines ne possédant pas toutes

un domaine HTH prédit en Nter, il est probable que leur fonction d’acti-

vation de la recombinaison soit portée par le DUF3653.

Par la suite j’ai purifié les recombinases XerC et XerD ainsi que XafT

et reconstitué la réaction de recombinaison in vitro en utilisant des ADN

linéaires couplés à des fluorophores Cy3 et Cy5. Ces derniers m’ont notam-

ment permis de suivre les échanges de brins réalisés par XerC ou XerD.

J’ai ainsi démontré que la protéine XafT est nécessaire et suffisante pour

activer la recombinaison Xer entre un site attPTLC et dif1. En utilisant

des mutants catalytiques de XerC et XerD (mutants KQ), j’ai vérifé que la

réaction recombinaison obtenue in vitro est initiée par XerD comme cela

avait été observé in vivo [30]. TLCφ est donc capable de s’intégrer via

une voie XerD indépendamment de FtsK car il possède un facteur capable

d’activer XerD.

Via cet essai de recombinaison in vitro, j’ai également démontré que

XafT active XerD également sur des synapses dif1/dif1 et que les bases

dégénérées du site attPTLC ne sont pas requises pour son activité. Aucune

séquence accessoire sur le génome de TLC ne semble nécessaire pour cette

activation. Enfin nous avons démontré que XafT interagit directement avec

XerD pour permettre cette activation. Elle semble augmenter la coopéra-

tion de liaison sur un site ADN entre XerD et XerC, ce qui permettrait à

TLC de fixer XerD sur une séquence dégénérée par rapport à la séquence

consensus du site de fixation de XerD.
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3.4 Discussion détaillée

3.4.1 Mécanisme d’activation de XerD et modification

de la coopération de liaison entre XerC et XerD

Nous avons démontré in vitro dans cet article que XafT interagit direc-

tement avec XerD pour activer la recombinaison. Cette interaction semble

augmenter la coopération de liaison entre XerC et XerD pour un site.

L’augmentation de la coopération de liaison n’est pas nécessaire pour un

site dif1 qui est déjà un bon site de laison pour XerD, mais elle permet

très probablement la fixation de XerD sur le site attPTLC malgré les bases

dégénérées par rapport à la séquence consensus.

In vitro et sur les recombinases de E.coli, Blakely et al. avaient déjà ob-

servé qu’il est possible de lier XerC sur un site dif dépourvu de séquence

spécifique de liaison de XerC, via la coopération de liaison si XerD se fixe

sur son site cible [38]. Puisque la coopération de liaison entre XerC et XerD

existe aussi avec les recombinases de V. cholerae [30], nous proposons ici

que XafT facilite la fixation de XerD sur attPTLC en jouant sur ce méca-

nisme. Cependant le site attPTLC possède tout de même 3pb sur les 11pb

du site de fixation de XerD, qui sont conservées par rapport à la séquence

consensus. Nous ignorons si ces 3pb sont absolument requises pour per-

mettre l’activation par XafT et la fixation de XerD, tout particulièrement

car la Thymine au pied de la région centrale et la Guanine présente dans

le grand sillon de l’ADN (et importante pour l’interaction de XerD avec

l’ADN) sont conservées.

Nous noterons également que la liaison de XerCD au site attPTLC in

vitro a toujours été testée en utilisant uniquement des sites attPTLC sans

site dif1. Or nous nous intéressons ici à des synapses entre attPTLC et dif1.
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Il est donc possible que XerD se fixe mieux sur le site dégénéré présent sur

attPTLC lorsqu’un début de synapse impliquant deux XerC et un XerD

s’est formé entre attPTLC et dif1. Une pré-synapse à trois recombinases

seraient alors un meilleur substrat pour la fixation du second XerD qu’un

site dimérique.

D’après les modèles actuels, la paire de recombinases actives dans la

synapse est celle donnant son bras extrême Cter en cis. Nous proposons

donc le modèle suivant : XafT induit un changement conformationnel de

XerD en interagissant avec lui. Cette conformation serait favorable pour

que XerD donne son bras Cter en cis à XerC en plus d’améliorer la co-

opération de liaison. Par la suite, une fois la synapse formée, soit XerD

est directement actif dans cette conformation, soit XafT l’active dans un

second temps.

Nous avons remarqué in vivo [30] comme in vitro, une accumulation

de HJ lors d’une recombinaison attPTLC/dif1 médiée par XafT. Ceci fut

surprenant puisque XerC est très efficace pour résoudre les HJ. Néanmoins

le même genre de phénomène a déjà été observé lors d’essais de recombi-

naisons in vitro avec des fusions γXerD [171]. De plus les travaux de P.

May et al. [87, 29] utilisant trois techniques de biophysique en molécule

unique ont mis en évidence que l’isomérisation de la HJ et le clivage de

XerC ne se font qu’après départ de FtsK : soit par dissociation ; soit par

réversion de la translocation. Il est donc fortement probable qu’in vitro, le

gamma de γXerD ou XafT restent au niveau de la synapse, forçant une

conformation favorable à l’échange pour XerD mais empêchant ou limitant

l’isomérisation nécessaire à la catalyse par XerC. In vivo il est donc pos-

sible que la HJ soit résolue aussi bien par un second échange de brins par

XerC que par le passage de la fourche de réplication en présence de XafT.
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3.4.2 Résultats préliminaires sur la coopération de liai-

son entre XerC et XerD sur un site dif1 ou

attPTLC

Pour des raisons de simplification d’écriture nous n’avons pas soulevé la

nuance possible entre la coopération de liaison ou le simple fait d’améliorer

la fixation de XerD sur un site dif ou attPTLC. Même si cela semble

moins possible, les données de pull down avec MBP-XerC présentées ne

permettent pas d’exclure que XafT augmente la capacité de fixation de

XerD. Notons néanmoins qu’attPTLC différant grandement de dif1 dans

le bras de fixation de XerD, si XafT changeait l’affinité de XerD il serait

étonnant que ce soit aussi bien à la faveur de dif1 que attPTLC (une

augmentation de la quantité de XerD récupérée étant observée pour les

deux sites figure 3.9).

Nous avons donc récemment cherché à optimiser les conditions de gels

shift et nous sommes inspirés du système utilisé par H.-E.Sayyed et al.

[172] pour démontrer l’interaction de TopoIV avec XerC sur un site dif.

Le principe est le suivant : deux sites ADN courts et de même taille sont

marqués avec deux fluorophores différents. Dans notre cas, le site dif1 est

(34pb) couplé à Cy5 alors qu’un ADN non spécifique de même taille est

couplé à Cy3. Les gels shift sont alors réalisés dans des conditions équimo-

laires de chaque substrat. Nous suivons quel ADN est préférentiellement

retardé en présence de XafT (voir résultat Figure 3.11).

En présence de concentration croissante de XafT et des deux sites ADN

marqués nous observons que XafT finit effectivement par emmener l’ADN

dans les puits. Nous remarquons également qu’alors que les deux ADN ont

été mis dans des conditions équimolaires, la quasi totalité de dif1 est em-

menée dans les puits avant l’ADN aspécifique. Pour des raisons de lisibilité
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Figure 3.11 – Gel shift d’un site dif1 versus ADN non spécifique
en présence de XafT et / ou XerD. L’ADN non spécifque de 34 pb
est en vert (fluorophore Cy3). Le site dif1 de 34bp est en rouge (fluoro-
phore Cy5). Des concentrations croissante de XafT ont été utilisées et sont
représentées par des barres noires (testé : 30nM, 92nM, 280nM et 830nM).
Une concentration constante de XerD ( 60nM ) a été utilisée. Le "merge"
des deux images a été réalisé avec le logiciel ImageJ.

de la figure nous avons forcé l’exposition des couleurs pour pouvoir les voir

en fond noir. Nous perdons par conséquent en finesse d’analyse. Mais une

quantification des bandes sous ImageJ à partir des fichiers sources nous

permet de voir un shift de dif1 dès 280nM de XafT alors que l’ADN non

spécifique n’est pas retardé. Ces résultats suggèrent que XafT est bien une

protéine de liaison à l’ADN et qu’elle est plus affine pour un site dif1 que

pour un site aspécifique. En présence de XerD on observe un simple shift
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spécifique de dif1 et correspondant à la fixation de XerD sur le site. Suite

à l’ajout de quantité croissantes de XafT, la bande correspondant au com-

plexe XerD/dif1 disparait progressivement indiquant que le complexe est

shifté par XafT. Ceci était attendu puisque XafT interagit avec XerD. Une

quantification du substrat dif1 seul en parallèle indique que le complexe

dif1/XerD est préférentiellement shifté par rapport à dif1 seul mais que

celui-ci est tout de même toujours lié par XafT. Ce premier gel nous sug-

gère donc un ordre de préférence pour XafT qui est le suivant : dif1/XerD

> dif1 > aspécifique.

J’ai ensuite réalisé le même type d’expérience avec les deux recombi-

nases (voir Figure 3.12). Nous observons là encore le même phénomène

que ci-dessus en présence de dif1, XerD et XafT. Lors de l’ajout de XerC,

le double shift de dif1 correspondant à la liaison des deux recombinases

apparait. Étonnement en présence de concentration croissante de XafT, le

double shift n’est quasiment pas affecté, alors que XerD/dif1 et dif1 seul

sont emmenés dans les puits.

Ces résultats suggèrent qu’une fois les deux recombinases fixées sur un

site dif1, XafT n’est plus en mesure d’interagir avec cet ADN, et de l’em-

mener dans les puits. Théoriquement, XerD est toujours accessible pour

XafT mais ce dernier ne précipite pas le complexe dans les puits, laissant

supposer que c’est l’interaction de XafT avec l’ADN qui est responsable

de ce phénomène. En présence de XerD seul sur un site dif1 par contre,

l’ADN n’est pas "protégé" de XafT. Ce second gel nous suggère donc que

XafT interagit préférentiellement comme suivant : dif1/XerD > dif1 >

XerC+XerD/dif1 « aspécifique.

Afin de mieux comprendre l’interaction de XafT avec le site dif1, j’ai

réalisé des tests préliminaires en comparant ses affinités pour un site dif1

versus attPTLC, ou entre un site attPTLC et un ADN non spécifique
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Figure 3.12 – Gel shift d’un site dif1 versus ADN non spécifique
en présence de XafT, XerD et / ou XerC. Même légende que Figure
3.11. XerC a été utilisé à 370nM (concentration à laquelle je n’ai pas vu
de simple shift de dif1 par XerC.

(données non montrées). J’ai alors remarqué que XafT lie de manière in-

différenciée dif1 ou attPTLC alors qu’elle est plus affine pour attPTLC

par rapport à un ADN non spécifique. Enfin des résultats préliminaires

suggèrent que XafT ne shift pas un site dif1 lié par XerC (données non

montrées). Bien que ces résultats soient préliminaires, j’ai choisi de ne pas

les montrer ici car ils nécessitent d’être reproduits et investis d’avantage, ils

nous obligent à repenser le modèle selon lequel XafT aide à la coopération

de liaison entre XerC et XerD sur un site dif1 ou attPTLC.
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Modèle 1 : XafT induit un changement conformationnel de XerD

lui permettant de se lier sur un site non spécifique grâce à la fixa-

tion de XerC sur sa séquence cible. Dans ce modèle XerC permet-

trait donc le recrutement d’un complexe XerD+XafT (voir Figure 3.13).

Figure 3.13 – Modèle 1 : XafT induit un changement conforma-
tionnel de XerD modifiant son affinité pour un site ADN. 1 :
fixation de XerC. 2 : recrutement de XerD dont la structure serait modi-
fiée par XafT. La coopération de liaison entre XerC et XerD est augmentée
et XerD arrive dans une conformation favorable pour qu’il donne son bras
Cter en cis.

Modèle 2 : XafT reconnait le site de fixation de XerC et charge

XerD. Dans ce modèle la fixation d’un dimère XerCD sur un site attPTLC

se ferait en deux temps. Dans un premier temps, un complexe XafT+XerD

reconnaitrait le site de fixation de XerC (voir Figure 3.14). Puis dans un

second temps, XerD recrute XerC via la coopération de liaison ce qui en-

traine le départ de XerC (voir Figure 3.14).

3.4.3 La stabilité de TLC semble dépendre de XafT

Lors de l’étude de l’intégration de TLC nous avions démontré que la

voie d’excision était la même, à savoir : XerD initie le premier échange de

brins donnant lieu à une HJ résolue par XerC [30]. Cette réaction est égale-

ment indépendante de l’activation par FtsK (données non montrées). Nous

avions noté que la surexpression des XerCet XerD (sous pAra) augmentait
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Figure 3.14 – Modèle 2 : XafT reconnait le site de fixation de
XerC et charge XerD. 1 : liaison de XafT sur la séquence de fixation de
XerC. 1bis : interaction de XafT avec XerD et recrutement de XerD sur la
séquence dégénérée. XerD est dans une conformation favorable pour donner
son bras Cter en cis. Il est possible que ce soit un complexe XafT+XerD
qui regroupe les étapes 1 et 1bis. 2 : La fixation de XerD sur un site ADN
augmente la coopération de liaison entre XerC et XerD et recrute XerC.
3 : XerC étant plus affin pour son site après interaction avec XerD chasse
XafT et se lie sur sa séquence cible.

.

la fréquence d’intégration de TLC de 100 fois passant de 10´3 à 10´1 sur

3h. Cependant la fréquence d’excision de TLC n’était pas améliorée par

la surexpression des XerCD et restait à 10´4 sur 3h. Etant donné que la

fréquence d’excision était la même également en cas de surexpression des

XerCD nous avons supposé qu’après intégration la quantité de XafT est

limitante : soit suite à une inhibition de l’expression ; soit parce qu’il n’y

a plus qu’une seule copie intégrée au chromosome. Pour tester cette hypo-

thèse nous avons construit un pTLC avec VC1465 sous promoteur pAra.

Nous avons alors testé l’excision de TLC dans une souche surexprimant ou

non XerC, XerD et surexprimant ou non XafT (voir Figure 3.15)

Comme vu précédemment dans Midonet et al. [30], la surexpression de

XerC et XerD ne modifie pas la fréquence d’excision. Une légère augmenta-

tion (approx. 5 fois) de l’excision semble résulter de la seule surexpression

de XafT. Par contre la surexpression simultanée de XerC, XerD et XafT

augmente de 1000 fois la fréquence d’excision. Ces données suggèrent que la

quantité de XafT et de XerCD est limitante pour l’excision de TLC. Nous
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sion d’un pTLC à partir du chromosome. ind= inductible car sous
promoteur pAra. L’induction a été réalisée avec 0.2% d’Arabinose
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ignorons actuellement où est le promoteur de VC1465 et quel est sa régula-

tion. Comprendre cette régulation et les signaux induisant la transcription

de VC1465 est important puisque l’excision de TLC co-excise CTX et joue

un rôle indirect dans l’évolution de la toxine cholérique chez V.cholerae.

Il est possible que la réponse SOS augmente l’expression de XafT puisque

Kamruzzaman, M et al.[160] ont pu détecter des excisions de TLCφ, CTXφ

et RS1φ dans la moitié de leurs essais lors de la surinduction de la réponse

SOS chez V. cholerae (voir Figure 2.6).

Fournes et al. [171] ont également démontré que la translocation de

FtsK au chromosome inhibe la recombinaison d’excision entre un site difGGi

et dif de Neisseria (difNg). Ce mécanisme serait dû aux bases dégénérées

présentent sur le site de fixation de XerD dans difGGi. En effet la trans-

location de FtsK ne s’arrêterait pas sur ce site même s’il est chargé des

recombinases. Il est donc probable que FtsK inhibe in vivo l’excision de

TLC et stabilise le prophage. Cependant il semblerait que XafT permette

tout de même l’excision de TLC lorsqu’il la protéine est surproduite avec les

XerCD. Il est probable que ce soit parce XafT renforce la fixation de XerD

sur le site (justement ou jouant sur la coopérationXerC-XerD). Mais il est

également possible que ce soit parce que la recombinaison a lieu lorsque

FtsK ne transloque pas l’ADN.

Enfin nous avons remarqué que les souches positives pour TLC (O1 El

Tor ou Classique) possèdent deux à trois copies du prophage, intégrées en

tandem [156, 155]. Invariablement, une des copies possède VC1465 alors

que les autres ont une ORF VC1471. De manière surprenante les copies

possédant VC1471 sont les plus éloignées de dif. Ceci suggère que ce sont

les premières à s’être intégrées. Nous avons donc testé in vivo l’intégra-
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tion d’une version de TLC possédant VC1471 mais n’avons détecté aucune

intégration (données non montrées). Nous avons également testé in vivo

l’intégration d’un TLC dans un site attPTLC, ce qui pourrait expliquer la

position des ces versions de TLC puisque XafT peut agir en trans. Là en-

core nous n’avons pu détecter aucune intégration (données non montrées).

Néanmoins nous avons noté que les premières 63pb (sur 168pb) de VC1471

sont les mêmes que celles de VC1465. Étant donné que la quantité de XafT

semble limitante pour l’excision de TLC il est possible que la stabilité de

multiples copies de TLC requiert une délétion partielle dans VC1465 via

un mécanisme inconnu.

3.4.4 Contexte ADN lors de la recombinaison

Les expériences in vitro suggèrent que l’activation par XafT ou la fixa-

tion de XerD ne requiert pas de séquence spécifique ADN présente sur la

génome de TLC. Cependant lors des essais in vivo de complémentation en

trans avec VC1465 nous avons noté que le plasmide pBS89 contenant uni-

quement attPTLC ne recouvre pas un taux d’intégration identique à celui

du phage entier (Figure 1B et C de l’article). Il était alors possible que

la région adjacente au site attPTLC côté XerD soit une région accessoire

importante pour la recombinaison in vivo. Pour tester cette hypothèse, j’ai

réalisé des gel shift de cette séquence ADN avec XafT, mais aucune in-

teraction spécifique de XafT avec cet ADN n’a pu être observée (donnée

non montrée). J’ai ensuite réduit progressivement par délétion cette région

ADN sur un pTLC, et testé l’efficacité d’intégration avec un test d’inté-

gration suicide sur 3h, et une complémentation en trans de VC1465 (voir

Figure 3.16).

J’ai alors remarqué une grande variabilité d’efficacité d’intégration entre
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Figure 3.16 – Le contexte ADN du site attPTLC côté XerD affecte
l’efficacité de recombinaison. En rouge est indiquée la taille de la région
adjacente conservée au pied de attPTLC.

les différentes constructions. Nous n’avons ni observé de taille critique en

dessous de laquelle il n’y a pas de recombinaison, ni vu de diminution

graduelle en fonction de la taille de cette région. Cependant, aux vues

de sa position en amont du gène cri (codant pour la nickase permettant

l’initiation de la réplication), cette région contient sûrement l’origine de

réplication de TLC pour la réplication en cercle roulant. On note effecti-

vement dans cette région des séquences riches en A et T, caractéristiques

de la formation de structures secondaires de l’ADN de type tige-boucle.

Nous avons donc fait l’hypothèse que le contexte ADN environnant le

site attPTLC peut interférer avec la recombinaison en raison de la forma-

tion de structures secondaires de l’ADN. Étant donné que nous avions cloné

le génome de TLC dans un vecteur R6K, à l’intersection entre attPTLC du

côté du site de fixation de XerC et la fin de l’ORF VC1465 nous avons dé-

placé le vecteur de manière à avoir VC1465 à proximité directe de attPTLC

comme cela doit être le cas dans la forme circulaire double brins de TLC.

Aucun changement dans la fréquence d’intégration n’a été observé avec
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cette construction comparé à celles utilisées préalablement. Ceci suggère

que l’environnement ADN du site attPTLC côté XerC semble ne pas af-

fecter la recombinaison.



Chapitre 4

Résultats partie III :

Interdépendance entre RecA et

l’activité de XerCD

4.1 Contexte

Étant donné que XafT semble activer la recombinase XerDV.ch., nous

avons testé si cette dernière pouvait également activer XerDE.coli. Pour

cela j’ai construit une souche exprimant les recombinases XerCDV.ch. ou

XerCDE.coli au locus xerc et sous contrôle du promoteur pAra.

Pour les souches contenant XerCDE.coli, j’ai remplacé le site dif1 par

difE.coli puisqu’il sagit de leur site cible. Comme le site difE.coli diverge du

site dif1 par trois paires de bases, j’ai créé un site attPTLC E.coli tenant

compte de ces différences. Les tests d’intégrations dans ces souches de V.

cholerae ont démontré que TLC ne semble pas capable de s’intégrer en

utilisant les recombinases d’E.coli (voir Figure 4.1).

Ces données suggèrent que XafT active spécifiquement la recombinase

XerD de V. cholerae. Ces résultats ont été confirmés par les essais de re-

141
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Figure 4.1 – Table récapitulative de l’essai d’intégration de TLC
en présence des XerCD d’ E.coli . Le site dif de V.cholerae utilisé est
dif1. +++ : fréquence d’intégrants sur 3h entre 10´3 et 10´4. - : aucun
évènement d’intégration détecté.

combinaison in vitro pour lesquels l’utilisation des XerCDE.coli n’a donné

aucun produit ni HJ, même en présence de XafT (données non montrées).

Cependant les expériences de pull down avec MBP-XerDE.coli ou MBP-

XerCE.coli ont montré un enrichissement de XafT en présence de XerDE.coli

tout comme avec les recombinases de V. cholerae (voir Figure 4.2). Ce

n’est donc pas l’absence d’interaction avec XerDE.coli qui explique le défaut

d’activation par XafT.

Les recombinases XerC et XerD étant très conservées chez les bactéries

[11, 9] ces observations ont suscité notre intérêt concernant les disparités

entre XerCDE.coli et XerCDV.ch..

Nous souhaitions déterminer si les différences d’activation des Xer entre

ces deux espèces pouvaient expliquer les différents comportements observés

préalablement dans la recombinaison Xer. Premièrement les recombinases

XerCDV.ch. sont capables de faire de la recombinaison XerD indépendam-

ment de l’activation par FtsK, même si cela est en faible quantité [31].
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Figure 4.2 – Gel de protéine montrant l’enrichissement de XafT
en présence de MBP-XerD de V.cholerae ou E.coli. Les signes +
et - indiquent l’ajout ou non de XafT. MBP-136 correspond à une protéine
contrôle (de VGJφ) possédant le même tag que les Xer.

Cette auto-activation n’a pas été observée avec XerDE.coli. Deuxièmement

nous nous sommes particulièrement intéressés au fait que la recombinai-

son Xer est dépendante de la protéine RecA chez E. coli mais pas chez

V. cholerae [173, 61, 59]. Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction

la formation des dimères de chromosomes résulte d’un nombre impair de

crossing-over entre les deux chromosomes fils issus de la réplication. Ces

crossing-over sont le résultat de la recombinaison homologue, mécanisme

cellulaire nécessitant l’intervention de la protéine RecA (pour revue voir S.

C. Kowalczykowski 2015 [174]). En absence de RecA il n’y a donc pas de

formation de dimère de chromosomes.

Chez E.coli, le fait que la recombinaison de cassettes ADN contenant

deux sites dif au chromosome soit dépendante de RecA suggère que c’est
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parce qu’en absence de formation de dimère de chromosomes, FtsK n’active

pas la recombinaison. Par contre chez V.cholerae l’excision de cassette

ADN n’est pas affectée dans un mutant ∆recA ce qui suggère que les XerCD

peuvent être activées même en l’absence de formation de dimère.

Nous avons donc cherché à savoir si ces différences résultaient des pro-

priétés intrinsèques des recombinases. Nous avons émis l’hypothèse que les

XerCDE.coli seraient plus difficiles à activer que celles de V. cholerae.

Pour tester cette première hypothèse nous avons interverti les recombi-

nases Xer entre V. cholerae et E.coli et testé l’effet d’un mutant ∆recA sur

l’excision de cassette ADN. Cette étude s’inscrit dans un article en cours

d’écriture et réalisé avec la collaboration d’un autre membre de l’équipe :

Elisa Galli ; qui a notamment réalisé toute la partie microscopie. Je ne vais

présenter ici qu’une partie des données de ce travail.

4.2 La dépendance à RecA pour la recombi-

naison dif/dif ne s’explique pas par les

différentes propriétés des Xer de E. coli

et V. cholerae

4.2.1 Le test d’excision de cassette et vérification de

la RecA-dépendance de la recombinaison Xer

Afin de tester l’activation de la recombaison XerCD entre deux sites dif

situés au chromosome nous avons utilisé le test d’excision de cassettes préa-

lablement publié [59]. Le site dif bactérien a été remplacé par une cassette

ADN (1kb) contenant deux sites dif en orientation directe. L’un des deux

sites se trouve à l’extérieur du gène lacZ d’E.coli et le second est cloné



145

Para Plac

FtsK

xerC xerD

XerC XerD dif dif
lacZα lacZβ

white/inactive 

blue/active 

Ec Vc
+ +- -recA

0

10

20

30

%
 e

xc
is

io
n/

ge
ne

ra
tio

n 

*

Figure 4.3 – Dépendance à RecA lors d’essais d’excision de cas-
sette en LB. Gauche : Schéma représentant le test d’excision de cassette
contenant deux sites dif. Les gènes codant pour XerC et XerD en vert foncé
et clair respectivement, sont sous contrôle du promoteur Para. Un promo-
teur Plac situé à la fin du gène xerD et en orientation inverse sert à limiter
la fuite du promoteur Para en présence d’IPTG. L’hexamère de Ftsk est re-
présenté par des cercles noirs. Après recombinaison entre les deux sites dif
en intramoléculaire lacZ est partiellement délété. Droite : Graphique re-
présentant le pourcentage d’excision de cassette par générations chez E.coli
(Ec), ou V.cholerae (Vc). + et - indiquent si la souche est délétée pour le
gène recA ou non. * : significativement différent (t test avec p<0.0001).

en phase dans lacZ de manière à obtenir une β-galactosidase fonction-

nelle (voir Figure 4.3 gauche). En absence de recombinaison et sur boites

LB+Xgal, les bactéries dégradent le Xgal et les colonies apparaissent alors

bleues. En cas de recombinaison entre les deux sites dif, le gène lacZ est

partiellement délété, la β-galactosidase n’est plus produite et les colonies

sont blanches même en présence de Xgal.

En accord avec ce qui a été publié précédemment [173, 61, 59], le pour-

centage d’excision de cassettes chez un mutant ∆recA est inférieur à celui

de la souche wt chez E.coli (voir Figure 4.3 droite). La recombinaison n’est

pas affectée chez V. cholerae.

Nous avons alors comparé les différents niveaux de dépendance à RecA
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entre les différentes souches créées et contenant des versions de XerCD de

V. cholerae ou E. coli (voir Figure 4.4).
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Figure 4.4 – Graphique représentant la dépendance de la recom-
binaison Xer à RecA en fonction des Xer utilisées. Ec : E.coli, Vc :
V.cholerae, ftsK : correspond plus exactement au domaine Cter de FtsK.

.

Nous pouvons remarquer que la recombinaison avec les XerCDV.ch. de-

vient dépendante de RecA une fois chez E. coli, et inversement les XerCDE.coli

deviennent indépendantes de RecA pour la recombinaison une fois chez V.

cholerae. Afin de vérifier que la raison pour laquelle les XerCDV.ch. de-

viennent dépendantes de RecA n’est pas parce que la protéine FtsK de

E. coli active moins bien les recombinases de V.cholerae, nous avons éga-

lement testé des protéines FtsK hybrides. Pour ces versions hybrides, les

domaines Cter des deux espèces ont été intervertis. Bien qu’une diminution

soit observée en présence des XerCDV.ch. et avec FtsKCvib, l’activation de

la recombinaison reste toujours fortement dépendante de RecA chez E.coli.

Ces résultats suggèrent donc que notre hypothèse de départ est fausse

et que le fait que la recombinaison dif soit dépendante ou non de RecA,

n’est pas le seul fait des recombinases Xer.
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Suite à ces premiers résultats nous avons supposé que ces différences

pouvaient résulter du fait que la protéine FtsK est plus souvent en contact

avec les sites dif chez V. cholerae que chez E. coli. En effet ces deux bacté-

ries possèdent des chorégraphies de ségrégation des chromosomes fils issus

de la réplication, très différentes. Chez E. coli l’organisation du chromo-

some dans la cellule est tranversale : avec l’ori et le Ter situés au milieu de

la cellule. Après leur réplication, les domaines Ter des deux chromosomes

fils sont ségrégés très rapidement et migrent vers ce qui sera le milieu de

la future cellule fille (pour revue sur la ségrégation des chromosomes bac-

tériens voir Possoz et al. 2012 [175]). Chez V. cholerae l’organisation du

chromosome dans la cellule est longitudinale. Les Ter des deux chromo-

somes fils restent plus longtemps ensembles et au niveau du septum de

division avant de migrer aux trois quarts de la future cellule fille [176].

Les essais de recombinaison de cassettes chez E. coli et V. cholerae ont

été réalisés en milieu riche LB. Dans un tel milieu, la vitesse de croissance

cellulaire est plus importante et E.coli initie plusieurs cycles de réplications

ce qui n’est pas le cas de V. cholerae. Nous avons donc comparé l’excision

de la cassette difE.coli/difE.coli chez E.coli en milieu riche LB (croissance

rapide) et en milieu pauvre (M9) ; milieu où la vitesse de croissance de la

bactérie devrait être moins rapide (voir Figure 4.5).

On remarque dans un premier temps que le pourcentage d’excision de

cassettes chez E.coli est augmentée en milieu minimum. Cela suggère que

lors d’une croissance ralentie (par rapport au milieu riche), les Ter restent

plus longtemps au septum de division car sont ségrégés moins vite. En

accord avec l’hypothèse émise ; la dépendance à RecA de la recombinaison

Xer est significativement réduite. Pris ensembles ces résultats suggèrent

que la dépendance à RecA de la recombinaison Xer est liée à la vitesse de
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Figure 4.5 – textbfReprésentation graphique de l’excision de cassette
dif/dif en milieu riche versus milieu minimum chez E.coli . Gauche : Gra-
phique représentant le pourcentage d’excision de cassette par génération
chez E.coli en milieu minimum (M9) ou milieu riche (LB). Droite : Gra-
phique représentant la dépendance à RecA pour l’excision de la cassette
difE.coli/difE.coli par recombinaison avec les E.coliXer. * : significativement
différent (t test avec p= 0.0016)

croissance de la cellule et de ségrégation des domaines Ter. FtsK étant un

protéine ancrée au septum de division, plus les Ter quittent rapidement le

septum de division, moins FtsK peut rencontrer les synapses dif /Xer pour

les activer.

4.2.2 La séparation des Ter de part et d’autre du sep-

tum de division dépend de la vitesse de crois-

sance chez E. coli mais pas V. cholerae

Le test d’excision de cassettes est un outil génétique indirect et insuf-

fisant pour tirer des conclusions sur la vitesse de ségrégation des Ter en

dehors du septum de division. Dans un second temps nous avons donc com-

paré la localisation des Ter des chromosomes de V. cholerae ou E. coli par

microscopie à fluorescence. (voir matériel et méthode pour le marquage du

Ter)
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Localisation des Ter (ChrI) de V.cholerae en condition de crois-

sance lente et rapide :

Les snapshot (captures instantannées) réalisés sur V. cholerae en condi-

tions de croissance lente (milieu M9) révèlent que 97% des cellules observées

présentent un seul spot correspondant au Ter (voir Figure 4.6 en haut à

gauche). Dans les cellules qui viennent de naître (de petite taille) ces spots

sont répartis majoritairement aux 1/4 et 3/4 de la cellule (comme décrit

dans A. David et al. [177]) puisque les snapshot ne permettent pas d’orien-

ter les cellules. Plus les cellules sont de grande taille (et tendent donc vers

l’état de division) plus ces spots sont localisés au niveau du milieu de la

cellule : lieu de formation du futur septum de division cellulaire. Ce sont

majoritairement les cellules de grande taille qui présentent deux spots et

donc deux Ter ségrégés.

À présent si nous nous intéressons à la ségrégation des spots Ter au

moment de la constriction du septum nous remarquons qu’en condition de

croissance lente, la majorité des Ter (78%) ne sont toujours pas ségrégés

et sont localisés au milieu de la cellule, au niveau du septum de division.

Dans les 22% de cas où les Ter sont ségrégés en deux spots, ces derniers

restent au septum de division.

En condition de croissance rapide, le même type de profil général est

obtenu. Les Ter migrent plus tôt au milieu de la cellule par rapport à sa

taille. Il y a sensiblement plus de cellules avec deux spots (12% contre 3%

en conditions de croissance lente), mais là encore les Ter ségrégés restent

au milieu de la cellule même après début de la constriction.

Ces résultats suggèrent que dans le cas de V. cholerae les Ter des deux

chromosomes fils issus de la réplication restent à proximité du septum de
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Figure 4.6 – Représentation graphique des résultats de snapshot
pour la localisation des Ter de V.cholerae en condition de crois-
sance lente (M9) et rapide (M9+10% de LB). La ligne en pointillés
représente le milieu de la cellule.

division cellulaire ; et cela même en condition de croissance rapide. FtsK

est actif au moment de la constriction [57]. Il peut donc agir sur l’ADN

des Ter situés au septum et activer la recombinaison Xer en milieu riche

comme en milieu pauvre.
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Localisation des Ter de E.coli en condition de croissance lente et

rapide :

Les snapshot réalisés sur E. coli en conditions de croissance lente (mi-

lieu M9) révèlent que 80% des cellules observées présentent un seul spot

correspondant au Ter (voir Figure 4.7 en haut à gauche). Le déplacement

des Ter au milieu de la cellule est plus rapide et moins évident que dans

le cas de V. cholerae. Là encore on observe deux spots dans les cellules

de grande taille, mais ces derniers semblent moins proches du milieu de la

cellule (la distributivité est plus étalée que dans le cas de V. cholerae).

En début de constriction, la majorité des cellules présentent deux spots

(94%) localisés de part et d’autre du milieu de la cellule. Les Ter ségrégés

quittent donc très tôt le milieu de la cellule et cela avant le début de

la constriction. En conditions de croissance rapide plus de la moitié des

cellules ont 2 spots ou plus. Ces derniers sont ségrégés loin du milieu de la

cellule même dans les cellules de petite taille (par rapport à la taille des

cellules : dès les cellules jeunes les Ter son ségrégés). Lors du début de la

constriction quasiment toutes les cellules ont leurs Ter ségrégés et loin du

septum de division. Leur position suggère même qu’ils se trouvent déjà au

niveau de ce qui sera le milieu des la futures cellules filles.

Pour vérifier et comparer les données de croissance en conditions lente

ou rapide notre équipe a réalisé des films suivant la localisation du Ter au

cours d’un cycle de division cellulaire, sur plusieurs lignages (voir Figure

4.8). La comparaison des profils obtenus pour le Ter avec les données de

"bright field" nous montre clairement qu’en conditions de croissance lente

le début de constriction précède la ségrégation des Ter de part et d’autre du

milieu de la cellule. En conditions de croissance rapide, les Ter dupliqués

quittent le milieu de la cellule bien avant le début de la constriction du

septum.
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Figure 4.7 – Représentation graphique des résultats de snapshot
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sente le milieu de la cellule. (nombre de cellules par conditions > 2000)
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Figure 4.8 – Démographe représentant la localisation relative du
Ter de E. coli au court du cycle cellulaire, en condition de crois-
sance lente ou rapide.100 lignages ont été regroupés pour les conditions
de croissance lente et 45 lignages pour les conditions de croissance rapide.
L’échantillon de couleurs allant du bleu au rouge foncé indique l’intensité
de fluorescence avec bleu : minimum et rouge foncé : maximum.
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Ces résultats suggèrent que chez E. coli la vitesse de croissance joue sur

le temps passé par les Ter au niveau du septum de division. Au cours d’un

cycle cellulaire en milieu riche, les Ter restent moins longtemps au milieu

de la cellule, au niveau de la formation du septum de division. La protéine

FtsK transloque donc peu l’ADN des chromosomes monomériques. Par

contre en cas de formation d’un dimère de chromosomes par recombinaison

homologue, la ségrégation entre les deux cellules filles ne peut pas se faire

tant que la CDR n’a pas eu lieu. L’ADN du dimère est piégé au niveau

du septum de division et FtsK peut se charger dessus. Il est alors capable

d’activer la recombinaison Xer entre deux sites dif.

4.3 Discussion

Dans cette partie nous avons démontré que chez V. cholerae, la constric-

tion de la paroi bactérienne commence avant la complète ségrégation des

Ter et leur exclusion en dehors de la zone d’apparition du septum de divi-

sion. FtsK étant actif au moment de la constriction [57], tout ADN situé à

ce niveau peut être transloqué par Ftsk. Ainsi, chez V. cholerae FtsK agit

sur l’ADN du Ter dans la majorité des cellules. Ceci explique pourquoi chez

V. cholerae, FtsK peut activer la recombinaison d’une cassette contenant

deux sites dif en répétition directe, de manière RecA indépendante.

Dans le cas de E. coli, la ségrégation des Ter et leur éloignement de

la zone de formation du septum de division, se fait avant le début de la

constriction (dans la majorité des cas). FtsK n’est pas actif sur ces ADN.

Le seul moyen pour FtsK d’activer la recombinaison Xer est qu’il y ait un

problème de ségrégation tel que la formation d’un dimère de chromosomes.

Ceci explique pourquoi chez E. coli la recombinaison Xer est dépendante
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de RecA mais également de la vitesse de croissance.

Comme spécifié au début de cette partie ces résultats s’inscrivent dans

un article en cours d’écriture. Dans les résultats non présentés nous avons

étudié les différences de prises en charge du domaine Ter d’E. coli dans

différentes conditions de croissance.

Concernant l’étude liée à TLC, nous ignorons toujours pourquoi XafT

n’est pas capable d’activer XerDE.coli malgré le fait qu’il interagisse avec.

Cependant nous notons Figure 4.4 que chez E. coli, la dépendance à RecA

avec les Xer de V. cholerae est plus importante lors de l’utilisation de

FtsKCE.coli que lors de l’utilisation de FtsKCV.ch. (statistique : p = 0.0056

(test ANOVA)). Ceci suggère que le FtsK de V. cholerae semble mieux

activer XerCDV.ch. que le FtsK de E. coli. Il est donc possible qu’il y ait tout

de même certaines divergences concernant l’activation des Xer entre ces

deux espèces, bien que pour l’instant nous n’ayons pas de preuves solides.

Matériel et méthode

Test d’intégration In vivo de TLC : Pour ces essais une forme de pTLC

non réplicative mais capable d’intégration a été utilisée. Les plasmides d’in-

térêts ont été transformés dans des donneuses E. coli β2163. Les cultures

des donneuses (LB+DAP 0.3mM) et receveuses V. cholerae (LB) ont été

faites à 370C jusqu’à DO«0.3-0.6 et mélangées dans les proportions 1 don-

neuse pour 10 receveuses. La conjugaison vers les receveuses V. cholerae

a été réalisée sur 3h à 370C sur boites LB-agar+DAP. Après incubation

et resuspension en LB les différentes dilutions ont été étalées sur boites

LB+Cm(3µg/ml)+Xgal(40µg/ml). Un plasmide contenant la version com-

plète réplicative de TLC a été utilisé comme contrôle de conjugaison et
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pour estimer la fréquence d’intégration.

Purification des protéines et essai de pull down : voir matériel et mé-

thode chapitre II.

Tests d’excision de cassettes :

Pour V. cholerae : 0.2mM d’IPTG ont été utilisés pour réprimer

la transcription de XerCD. L’induction de la transcription de XerCD a

été faite avec 0.1% d’arabinose. Des pré-cultures dans 5ml de milieu ont

été réalisées à partir de colonies fraiches jusqu’à 0.2<DO600<0.5. Puis les

différentes cultures ont été diluées dasn le milieu d’intérêt supplémenté

d’arabinose à une DO600=0.02 finale. L’incubation a été réalisée à 370C

sous agitation, pendant 3h. Les différentes dilutions ont été étalées sur

boites LB+Xgal(80µg/ml)+IPTG(0.2mM)

Pour E. coli : les souches contenant la cassette lacZ-difE.coli et ren-

dues chimio-compétentes (au chlorure de rubidium) ont été transformées

avec un plasmide contenant XerCD sous contrôle du Para. Le T0 a été

étalé (sur LB+Amp (100µg/ml)+Xgal(80µg/ml)+IPTG(0.2mM) pour sé-

lectionner celles ayant reçu le plasmide d’induction des Xer) puis 200µL ont

été inoculés dans un volume final de 5mL de milieu d’intérêt supplémenté

d’arabinose 0.1%. Les cultures ont été incubées à 370C sous agitation pen-

dant 16h, et les différentes dilutions étalées.

Milieux de cultures : M9 minimal medium= 1x M9 salts, 0.2% fruc-

tose, 1 mM MgSO4, 0.1 mM CaCl2 , 1 µg/ml Thiamine. Correspond au

milieu minimal utilisé pour les test d’excision de cassette et les conditions

de croissance lente en microscopie. Milieu riche = milieu Luria Berthani.

Milieu de croissance rapide pour la microscopie= milieu minimum M9 +
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casaminoacides + Glucose + Thiamine + 10% de LB.

Expériences de Microscopie : Les cellules ont été cultivées en milieu li-

quide jusqu’à la phase exponnentielle de croissance puis déposées sur une

matrice d’agar 1% (ultrapure agarose Invitrogen). Pour les analyse en snap-

shot, l’acquisition des images a été réalisée en utilisant le microscope Leica

DM6000-B. Pour les analyses de films (time-lapse), le microscope Axio ob-

servce spinning disk de Zeiss a été utilisé, couplé à une caméra Evolve 512

EMCCD (Roper Scientific). Pour les films, une image a été prise toutes les

2 min en milieu de condition de croissance rapide (M9-riche) et toutes les

4 min en milieu de croissance lente (M9 milieu minimum). L’analyse des

données de microscopie a été réalisée sous Matlab comme publié précédem-

ment [178, 179].

Milieux de croissance pour la microscopie :

Milieu de croissance lente (M9 milieu minimum) : 1x M9 salts, 0.2%

fructose, 1 mM MgSO4, 0.1 mM CaCl2, 1 µg/ml Thiamine.

Milieu de croissance rapide (M9-riche) : 0.2% glucose, 1 mM MgSO4,

0.1 mM CaCl2, 1 µg/ml Thiamine, 0.1% CAA, 10% LB.

Table S1 : souches de V.cholerae utilisées
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Nom Propriétés Source

CMV42 souche N16961 ∆lacZ, ∆XerD : :zeo-FRT δXerC : :vibrio XerCD ara

inducible + ∆dif1 : : dif1-lacZα - dif1-lacZβ cat(1kb)

This study

CMV43 souche N16961 strain δlacZ, ∆XerD : :zeo-FRT, ∆XerC : :E.coli XerCD

ara inductible + δdif1 : : dif1-lacZα - dif1-lacZβ cat(1kb)

This study

CMV44 souche N16961 strain ∆lacZ, δrecA : :kan, ∆XerD : :zeo FRT

∆XerC : :vibrio XerCD ara inductible + ∆dif1 : : dif1-lacZα -dif1-

lacZβ cat(1kb)

This study

CMV45 souche N16961 strain ∆lacZ, ∆recA : :kan ∆XerD : :zeo-FRT

∆XerC : :E.coli XerCD ara inductible + δdif1 : : dif1-lacZα dif1-lacZβ

cat(1kb)

This study

EGV289 ∆lacZ, ∆XerD + ∆dif1 : : dif1-lacZα dif1-lacZβ cat(1kb) +

∆XerC : :vibrio XerCD ara inductible + ftsKγ :aadA

This study

EGV291 ∆lacZ, ∆XerD : :zeo FRT ∆XerC : :E.coli XerCD ara inductible +

∆dif1 : : dif1-lacZα dif1 lacZβ cat(1kb) + ftsKγ :aadA

This study

EPV379 ∆lacZ, ∆XerD, ∆XerC : :vibrio XerCD ara inducible, ∆dif1 : :dif

Ecoli-lacZ dif Ecoli lacZ(1kb)

This study

EPV383 EPV379 ∆recA : :kan This study

EPV382 ∆lacZ, ∆XerD, ∆XerC : :E.coli XerCD ara inductible, ∆dif1 : :dif

Ecoli-lacZ dif Ecoli lacZ(1kb)

This study

EPV385 EPV382 ∆recA : :kan This study

ADV78 N16961 ChapR ∆lacZ (LacImcherry) + LacOarray-Kan sur le chromo-

some I à proximité de dif1
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Table S2 : souches de E.coli utilisées
Nom Propriétés Source

EG303 MG1655 ∆lacZ xerD : :kan xerC : :gm + ∆dif : : dif1 lacZα dif1

lacZβ (1kb)

This study

EG304 MG1655 ∆lacZ xerD : :kan xerC : :gm+ ∆dif : : dif lacZα dif

lacZβ (1kb)

This study

EG315 MG1655 ∆lacZ recA : :cml xerD : :kan xerC : :gm + ∆dif : : dif1

lacZα dif1 lacZβ (1kb)

This study

EG316 MG1655 ∆lacZ recA : :cml xerD : :kan xerC : :gm + ∆dif : : dif

lacZα dif lacZβ (1kb)

This study

MG1655 ∆lacZ ydcV : :parST1 stock Boccard lab

MG1655 ∆lacZ ydcV : :parST1 recA : :cml stock Boccard lab

MG1655 ∆lacZ ydcV : :parST1 ftsKATPmutant : :cml stock Boccard lab

MG1655 ∆lacZ ydcV : :parST1 matP : :cml stock Boccard lab

Table S3 : Plasmides principaux
Nom Dérivé de Utilisation

pCM54 pUC18 transformation naturelle pour mettre les vibXerCD au locus xerC chez

V.cholerae

pCM55 pUC18 transformation naturelle pour mettre les e.colibXerCD au locus xerC

chez V.cholerae

pCM11 pUC18 transformation naturelle pour remplacer dif1 par lacZ-dif1-lacZ chez

V.cholerae.

pGD186 pUC18 remplacer dif1 par la cassette dif1-lacZα dif1-lacZβ cat(1kb)

pEG292 pUC18 délétion de vibXerD par transformation naturelle

pMEV97 pSW23T délétion de recA

pAD23 pUC18 remplacement de dif1 par tet-bla(zeoR)-tet chez V.cholerae

pEG378 pUC18 remplacement par transformation naturelle du Cter de vibFtsK par le

Cter de e.coliFtsK (hybride)

pFHC2973 pUC18 plasmide portant ygfp - parB-pMT1 pour reconnaitre les sites parST1

au Ter de E.coli utilisée pour la microscopie
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Chapitre 5

Discussion générale

5.1 XafT active-t’il véritablement XerD ?

La recombinase XerD de V. cholerae a été reportée comme moins res-

treinte à l’activation par FtsK que celle de E. coli. En effet des essais de

recombinaisons en intra-plasmidique entre deux sites dif ont mis en évi-

dence une activation de XerD indépendamment de FtsK. Ces études ont

également montré que des modifications de séquences au sein d’un site dif

changent l’efficacité de cette voie [31]. Ainsi en présence des XerCDV.ch. in

vivo, deux sites difecoli recombinent d’avantage de manière FtsK indépen-

dante que deux sites dif1 eux mêmes moins restreints que des sites dif2

(voir Figure 5.1).

Il est probable que ce relâchement du contrôle de XerD résulte du fait

de devoir recombiner deux sites dif différents situés sur chacun des deux

chromosomes de V. cholerae, avec les mêmes XerC et XerD. Aux vues de

ces résultats nous nous sommes demandé si les bases dégénérées du site

attPTLC étaient nécessaires à sa recombinaison FtsK indépendante. Nous

avons démontré dans le Chapitre II, que ce n’était pas le cas étant donné

que XafT active également la recombinaison entre deux sites dif1.

161
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Figure 5.1 – Recombinaison XerD indépendante de FtsK chez
V.cholerae et sur des sites hybrids dif . En haut les différents sites dif
utilisés. Les pointillés indiquent les bases équivalentes au site dif1 ou dif2
dans le cas de dif23. En bas : gel de recombinaison intraplasmidique avec le
substrat (deux flèches) et le produit résultant de l’excision de l’ADN situé
entre les deux sites (une flèche). Tiré de M.-E. Val et al. 2008 [31].

Néanmoins, les sites dif1 chargés par XerCDV.ch. sont capables de voie

XerD indépendante de FtsK à très faible efficacité. Il est alors possible

que XafT se contente de stabiliser les HJ créés par cette voie tout comme

EndoIII bloque les HJ [139], ou comme les hexapeptides sont capables

de le faire sur des HJ spécifiques [53, 55, 54, 52]. Cette possibilité est

d’autant plus envisageable que XafT possède dans le début du DUF3653

une forte concentration d’acides aminés aromatiques ; aa caractéristiques

des hexapeptides (voir Figure 5.2). De plus on observe une accumulation

de la HJ in vitro comme in vivo (voir Figures 3.4 et 3.5) [30].

J’ai alors étudié la recombinaison entre deux sites dif dans différentes
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Figure 5.2 – Représentation partielle de l’ORF VC1465 et de son
cadre de lecture codant pour XafT. Le domaine DUF3653 est indiqué
en jaune. La séquence protéique contenant une plus forte concentration en
aa aromatiques est encadrée en rouge.

conditions pour déterminer si la fonction de XafT se limite à bloquer les

HJ résultant de l’activité résiduelle de XerD.

5.1.1 Recombinaison in vitro avec différents pourcen-

tages de glycérol

Lors des premiers essais de recombinaisons Xer réalisés chez E. coli,

l’activité catalytique de XerC n’a pu être observée qu’en présence de 40%

de glycérol. Au cours de nos essais de recombinaison nous avons utilisé

10% final de glycérol. Partant de l’idée que de fortes concentrations de

glycérol augmente l’activité des recombinases Xer, nous avons comparé

l’efficacité de recombinaison XafT dépendante ou non en 10% ou 40% de

glycérol. Si une activité résiduelle de XerD se trouvait accrue en 40% de

glycérol et que XafT se contente de bloquer les HJ, nous devrions voir

plus de recombinaison. Cependant nous ne pourrions exclure que XafT est

simplement plus actif à de fortes concentrations en glycérol (voir Figure

5.3).

Nous remarquons qu’en 10% de glycérol avec les Xer de V. cholerae

une fine bande correspondant à la HJ est formée en absence de XafT.

Cette bande est toujours présente avec le mutant XerDKQ mais ne l’est

plus lors de l’utilisation du mutant XerCKQ. Il s’agit des HJ formées par
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Figure 5.3 – Recombinaison in vitro entre deux sites dif1 en diffé-
rentes concentrations de glycérol. (+) et (-) indiquent l’ajout ou non
des protéines XerC, XerD et XafT. KQ : mutant catalytique. HJ : jonction
de Holliday. P : produit 1 and 2. S : substrat. *= marqué Cy3, Cy5.

l’échange de brins catalysé par XerC. En opposition avec les Xer d’E.coli

nous sommes capables de les voir dès 10% de glycérol. En présence de XafT,

en 10% de glycérol, on observe une forte quantité de HJ, mais l’utilisation

de XerDKQ ne donne que la HJ formée par l’activité de XerC et équivalente

aux quantités observées en absence de XafT. XafT ne bloque donc pas les

HJ faites par XerC. En 40% de glycérol nous sommes à présent capables

de détecter des HJ résultant de l’activité résiduelle de XerD et l’activité
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de XerC. De fortes concentrations de glycérol permettent donc de voir

les HJ faites par l’activité résiduelle de XerD. Cependant l’efficacité de

recombinaison en présence de XafT en 40% de glycérol n’est pas augmentée.

Ces résultats suggèrent que XafT n’est pas seulement un bloqueur de HJ et

activerait XerD. Néanmoins ils n’indiquent qu’une tendance et ne prouvent

pas que XafT active.

5.1.2 Recombinaison in vitro avec des sites difE.coli

Nous avons déjà évoqué les travaux de M.-E. Val et al. [31] qui ont

démontré qu’un site difE.coli recombine d’avantage de manière XerD indé-

pendante de FtsK qu’un site dif1. Nous avons donc fait l’hypothèse que si

XafT bloque uniquement les HJ, la quantité de HJ formées en présence de

XafT sur un site difE.coli devrait être supérieure à celle de dif1, in vitro.

J’ai donc testé la recombinaison in vitro sur des sites difE.coli (voir Figure

5.4).

Bien que l’on obtienne la formation de HJ, en présence de XafT et

XerCDV.ch. sur des sites difE.coli, nous remarquons que l’efficacité de re-

combinaison est inférieure à celle que nous avons pu observer au Chapitre

II avec des sites dif1. Ces résultats vont également dans le sens d’une acti-

vation de XerD par XafT.

5.2 VGJφ possède une protéine apparentée à

XafT

Lors des premières recherches concernant les DUF3653 dans les bases

de données Pfam, l’ORF136 de VGJφ était prédite comme codant pour une

protéine avec un DUF3653. Nous avons été surpris de trouver les IMEXs
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Figure 5.4 – Recombinaison in vitro entre deux sites dif d’ E.coli
et avec les recombinases XerCD de V.cholerae . (+) et (-) indiquent
l’ajout ou non des protéines XerC, XerD et XafT. KQ : mutant catalytique.
HJ : jonction de Holliday. P : produit 1 and 2. S : substrat. *= marqué
Cy3, Cy5

VEJφ, VGJφ et VSKφ dans cette liste, étant donné que leur voie d’inté-

gration utilise un premier échange de brins catalysé par XerC. De plus des

études préliminaires réalisées sur VGJφ nous indiquaient que l’efficacité

d’intégration d’un vecteur portant attPVGJ seul était inférieure à celle du

phage partiel (délété pour les gènes codant pour les protéines de la capside

mais possédant toujours l’ORF136).

J’ai alors réalisé une mutation non-sens dans l’ORF136 et testé l’inté-

gration d’une telle version d’un pVGJ réplicatif (voir Figure 5.5). Comme

VGJφ se réplique une fois dans la bactérie, son intégration peut avoir lieu

à n’importe qu’elle moment au cours de la croissance de la colonie bacté-

rienne. Ceci donne lieu à des colonies avec des secteurs blancs ou en étoile

avec un coeur bleu en cas d’efficacité d’intégration de 100% sur le temps
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regardé (ici 36h).

Figure 5.5 – L’ORF136 est impliquée dans l’intégration de VGJ.
Photographie de colonies avec le crible blanc/bleu permettant de voir de
manière qualitative l’efficacité d’intégration de VGJ au cours de la crois-
sance d’une colonie. L’ORF136 code pour une protéine symbolisée par une
flèche bleue en dessous de chaque photographie. La croix rouge indique une
inactivation de la protéine (codon stop dans l’ORF136).

On remarque que le VGJ réplicatif contenant la version sauvage de

l’ORF136 s’intègre à 100% sur 36h alors que celui possédant une version

mutée voit son efficacité d’intégration diminuer fortement (voir Figure 5.5

droite). Une complémentation fonctionnelle en trans restaure complète-

ment l’efficacité d’intégration et a confirmé que c’est bien la protéine codée

par ce gène qui a un rôle dans la recombinaison (données non montrées).

Par la suite j’ai pu vérifier les points suivant lors d’essais d’intégration

(données non montrées) :

— l’ORF136 ne permet pas l’intégration de TLC

— VC1465 ne permet pas l’intégration de VGJ

— L’échange des domaines DUF3653 entre les protéines encodées par

VC1465 et ORF136 donne lieu à des protéines hybrides ne permet-
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tant l’intégration ni de TLC ni VGJ.

Il semble donc que ces protéines soient spécifiques du phage ou du méca-

nisme d’intégration pour lequel elles agissent. De plus une mise à jour du

profil HMM dans la base de donnée Pfam ne considère plus aujourd’hui

les phages types VGJ comme possédant des protéines avec un DUF3653.

Il est donc possible que ce domaine soit plus éloigné et n’ai pas tout a fait

la même fonction. Ceci serait cohérent avec les divergences de voies d’in-

tégrations entre ces deux types d’IMEXs. VGJ possèderait donc lui aussi

son facteur phagique d’intégration, ce qui expliquerait pourquoi l’efficacité

d’intégration de VGJφ n’est pas affecté dans une souche mutante pour

EndoIII comme c’est le cas pour CTXφ [139].
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5.3 Les îlots génétiques de Neisseria : une

quatrième catégorie d’IMEXs ?

Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction, les IMEXs ont été

répartis en trois catégories basées sur leur site d’attachement attP et de

manière fortement corrélée, leur stratégie d’intégration. Les IMEXs de type

TLC sont ceux possédant un site de fixation pour XerD dégénéré par rap-

port à la séquence consensus du site dif ciblé. Cependant le niveau de

dégénérescence des sites attP peut varier et rien ne prédit que les sites

présentant peu de bases mutées, utilisent un mécanisme d’intégration in-

dépendant de FtsK et que ce mécanisme soit le même que celui de TLC.

La question se pose notamment pour les IMEXs de type îlot génétique

(GI) retrouvés chez Neisseria gonorrhoeae (GGI) et meningitidis. Alors

que les sites dif des Neisseria sont très conservés (voir Figure 5.6), trois

différents types de sites attP ont été observés dans les GI intégrés (voir

Figure 5.6 et commentaire d’article ci-après).

Figure 5.6 – Alignement des sites dif présents chez Neisseria
et des sites attP des GI ciblants cette bactérie. Gc = N. gonor-
rhoeae, Mc = N. meningitidis, La = N.lactamica, indiquent dans quelles
espèces les différents sites sont trouvés. Les sites de fixation de XerC et
XerD sont indiqués par une ligne noire. Les variations par rapport à la
séquence consensus des sites dif de Neisseria sont indiquées en minuscules.
En rouge sont celles présentes sur les sites attP des GI qui diffèrent du site
dif cible. Figure modifiée d’après N. M. Dominguez et al. [161]
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Alors que 80% des souches de N.gonorrhoeae et quelques souches de

N.meningitidis arborent un IMEXs de type GI, les sites d’attachement de

ces derniers semblent différer. Certains ont un site de fixation de XerD avec

peu de mutations (3pb) alors que d’autres en ont autant que attPTLC

(8pb). Il est donc possible que XerD se fixe bien sur un tel site et n’ait

pas besoin d’une protéine accessoire pour stabiliser cette interaction. Ce-

pendant si un tel facteur n’existe pas pour limiter l’excision, ces IMEXs

devraient être rapidement excisés du chromosome. N. M. Dominguez et

al. [161] proposèrent que ces sites ont subi des mutations post intégration

qui ont conduit à la stabilité du GI dans la souche : Ces mutations im-

pacteraient fortement la recombinaison. Cependant si une telle hypothèse

est vraie il est étonnant de noter des similitudes au niveau des mutations

observées entres différentes souches de Neisseria. Tout d’abord il est sur-

prenant que seul le site de fixation de XerD soit muté. Des mutations dans

la région centrale auraient stabilisé d’avantage le GI. De plus les sites attP1

et attP2 sont très similaires alors qu’ils sont présents dans deux espèces

différentes. Il est donc plus probable que ces sites attP soient les formes

intégratives utilisées par le GI.

Fournès et al. démontrent dans leur article qu’un tel site est effecti-

vement affecté pour l’excision car la translocation de FtsK déstabilise la

fixation d’un dimère XerCD sur un site du GGI, alors qu’il s’arrête au ni-

veau d’un dimère chargé sur un dif de Neisseria [171]. Cette même équipe a

également observé l’intégration d’un plasmide portant un des sites GGI via

un évènement de recombinaison FtsK dépendant (données non publiées).

Cela soulève la question de comment un tel élément peut nécessiter FtsK

pour son intégration, alors que par la suite elle limite son excision en in-

hibant la formation de la synapse. Il est possible que FtsK déstabilise le

dimère de XerCD sur le site du GGI, mais pas une synapse contenant un
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hétérotétramère. Lors d’évènements de recombinaison en intermoléculaire,

le site du GGI est porté par un plasmide. FtsK ne transloque pas cet ADN,

donc ne déstabilise pas le dimère de XerCD sur le site du GGI porté par

le plasmide et peut activer la recombinaison.

Ces résultats suggèrent que le GGI pourrait représenter une nouvelle

catégorie d’IMEXs s’intégrant en utilisant l’activation par FtsK en oppo-

sition à TLC. Néanmoins nous resterons précautionneux car ces essais ont

d’une part étés réalisés avec seulement le site attP du GGI et en absence

du génome du GI. On ne peut donc pas exclure qu’un facteur d’intégration

présent dans le GI soit absent de ces expériences. D’autre part la fusion

γXerD qui a été utilisée pour cette étude est surement constitutivement

active.

Au sein du commentaire d’article qui suit, nous avons discuté ces dif-

férents aspects.



COMMENTARY

How Xer-exploiting mobile elements overcome
cellular control
Caroline Midoneta and François-Xavier Barrea,1

Most strains of Neisseria gonorrheae (Ng), the causative
agent of the sexually transmitted disease gonorrheae,
and a few strains of Neisseria meningitidis (Nm), which
is responsible for a large number of meningitides, harbor
a 57-kb horizontally acquired genetic element, the gon-
ococcal genomic island (GGI) (1–3). Certain versions of
the GGI are associated with disseminated gonococcal
infection (1, 4). In addition, the GGI encodes numerous
homologs of type IV secretion system genes, which are
necessary for DNA secretion and facilitate natural trans-
formation of the Neisseria (1, 2, 4). GGI are found inte-
grated at the chromosomal dimer resolution site of their
host chromosome,dif, and are flanked by a partial repeat
of it, difGGI (Fig. 1A) (1, 5). The dif site is the target of two
highly conserved chromosomally encoded tyrosine
recombinases, XerC and XerD, which normally serve to
resolve dimers of circular chromosomes through the ad-
dition of a crossover between directly repeated dif
sites (6). This reaction raises questions on how GGI
could be stably maintained (5). The results presented
by Fournes et al. (7) in PNAS shed a new light on this
apparent paradox.

The Xer machinery is highly conserved in bacteria.
The dif sites consist of 11-bp XerC- and XerD-binding
motifs, separated by an overlap region at the border of
which recombination occurs (Fig. 1B). Recombination is
under the control of a hexameric DNA pump, FtsK (Fig.
1C) (8). FtsK is a powerful translocase (9) and strips DNA
from most proteins (10). However, a direct interaction
between its extreme C-terminal domain, FtsKγ, and the
Xer recombinases stops it (Fig. 1C) (11, 12) and activates
the exchange of a pair of strands by XerD catalysis when
in the presence of a synaptic complex (Fig. 1C) (8, 11,
13). The exchange of a second pair of strands by XerC
catalysis converts the resulting Holliday junction into
product (Fig. 1C) (8, 13). FtsK belongs to the cell division
machinery. It assembles at midcell when most of the
chromosomal DNA has been replicated and segregated,
which restricts recombination at dif to the time of cell
division (14, 15) and to the chromosome replication ter-
minus region (16, 17).

Numerous mobile elements have been shown to
exploit Xer recombination. Plasmids use it for the

resolution of multimers, the formation of which com-
promises vertical transmission frommother to daughters
by reducing the number of independently segregating
plasmid units (18). Integratingmobile element exploiting
Xer (IMEX) use it to insert into the dif site of one of the
chromosomes of their host (19). In both cases, the FtsK
control imposed on Xer recombination must be over-
come, because the replication/segregation cycle of plas-
mids and the integration/excision cycle of IMEX should
be independent from the cell cycle. Moreover, Xer re-
combination leads to the formation of plasmidmultimers
when they harbor a dif site (17, 20) and to the excision of
the intervening DNA between directly repeated dif sites
(17, 21). Correspondingly, the central region of plasmid
sites seems to prevent FtsK-dependent XerD catalysis
(Fig. 1B) (22), and the central region of the attachment
sites of most IMEX lacks the necessary homology to sta-
bilize XerD-mediated strand exchanges with dif (Fig. 1B)
(23, 24). This is not the case for the central region of the
different alleles of difGGI (Fig. 1D). The problemwasmost
striking for the most common of these alleles, difGGI1,
which differs from the neisserial dif by only 4 bp (Fig. 1D).

In PNAS, Fournes et al. (7) observe that the Ng Xer
recombinases efficiently bound to difGGI1, synapsed it
with difNg, and catalyzed complete recombination re-
actions between the two sites when activated by Ng
FtsKγ. However, they noticed that recombination was
reduced in the presence of the FtsK translocation
module. The authors smartly hypothesize that FtsK
translocation inhibited recombination by stripping
Ng XerD from difGGI1, which they successfully verified
in vitro.

It was previously suggested that GGI initially
harbored true neisserial dif sites and that their stabili-
zation resulted from mutations that occurred after
their integration (5). Many different types of mutations,
including mutations in the central region of the dif sites
and mutations abolishing the binding of the recombi-
nases to them, could impede Xer recombination. Why,
then, should difGGI1 harbor mutations that blocked
FtsK-dependent recombination without affecting XerC
and XerD binding and synapse formation? One of
the difGGI alleles found in Nm strains, attPGGI2, harbors
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two out of four of the bases that differentiate difGG1 from difNg,
which suggests that these changes were not randomly picked up
(Fig. 1D, blue bases of difGGI1 and difGGI2). Indeed, it is striking to
note that difGGI2 is fully palindromic and carries two XerC-bind-
ing arms (Fig. 1D). In contrast, 8 out 11 of the bases of the XerD-
binding arm of difGGI3 differentiate it from the XerD arm of dif
sites (Fig. 1D). The attachment site of a V. cholerae IMEX, the
toxin-linked cryptic phage (TLCϕ) harbors four of these bases
(Fig. 1D, blue bases of difGGI3 and attPTLC) (25). We previously
demonstrated that XerD poorly bound to attPTLC, which is suffi-
cient to prevent XerD-mediated FtsK-dependent recombination
(25). Thus, it is tempting to propose that GGI are IMEX and difGGI

sites were selected not only to escape but also to overcome the
normal cellular control imposed on Xer recombination by FtsK.
GGI harboring difGGI3 probably belong to the TLCϕ class of

IMEX, which integrate into and excise from the genome of their
host via a XerD-first FtsK-independent recombination pathway
(25). GGI harboring difGGI1 and difGGI2 probably define a new class
of IMEX. Future work will need to address the Xer recombination
pathway they exploit and if they can truly integrate independently
of FtsK. In addition, it will be interesting to determine which fac-
tors encoded in the genome of GGI IMEX and/or in the genome of
their host help them overcome the cellular control that is normally
imposed on Xer recombination, as observed for plasmids (18) and
the CTXϕ class of IMEX (26).
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5.4 Stratégies de stabilité des IMEXs

Les IMEXs sont donc des éléments mobiles intégratifs utilisant Xer,

une machinerie bactérienne très conservée, pour catalyser leur intégration

au chromosome. Cependant utiliser des recombinases constitutivement ex-

primées dans la cellule et dont la fonction première est normalement la

recombinaison en intramoléculaire entre deux sites cibles pour résoudre

des dimères de chromosomes, nécessite de développer des stratégies pour

être stable une fois intégré.

— L’intégration sous forme simple brin : Cette stratégie utili-

sée par CTX permet de masquer le site de recombinaison après sa

conversion en ADN double brins. Le prophage CTX s’en retrouve

alors très stable, mais nécessite deux copies intégrées en tandem

pour continuer de produire des particules phagiques par réplication

en cercle roulant. L’excision est très limitée voir impossible.

— Empêcher un échange productif catalysé par XerD : Les

IMEXs de type CTXφ et VGJφ ont une région centrale au pied de

XerD, empêchant la formation de HJ par cette voie. FtsK ne peut

exciser ces éléments du chromosome même en activant XerD. Mais

une telle stratégie signifie s’intégrer via un échange initié par XerC

et finalisé par le passage de la fourche de réplication. L’IMEXs ne

peut donc s’exciser que partiellement, dans l’une des deux cellules

filles issue de la réplication. Les HJ résultant d’un échange de brins

catalysé par XerC sont cependant très instables et fortement réver-

tées. Utiliser un premier échange de brins par XerC nécessite donc

un facteur permettant de stabiliser la HJ jusqu’au passage de la

fourche de réplication.
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— Affecter la fixation de XerD : Via cette stratégie, les IMEXs

de type GGI (et TLC?) sont stabilisés par la translocation de FtsK

qui détruit le complexe de fixation d’un dimère de XerCD sur le site

attP lorsque l’IMEXs est intégré au chromosome. Dans le cas de

TLC un facteur accessoire : la protéine XafT, permet de détourner

cette inhibition de l’excision. C’est alors le niveau de transcription

et traduction du facteur de recombinaison qui semble déterminer la

stabilité de l’IMEXs.

5.5 Interactions entre les différents IMEXs

Les IMEXs ciblent le même site : dif, et sont capables de s’intégrer en

tandem en une ou plusieurs copies. Cette particularité conduit notamment

à des interactions entre eux de manière directe ou indirecte.

Ces interactions peuvent jouer sur la réplication, le nombre de copies

ou la formation de copies extrachromosomales. Comme nous l’avons vu,

l’intégration de CTX est irréversible. La production de copies extrachro-

mosomales et donc de particules phagiques nécessite l’intégration de deux

copies en tandem de CTX [180]. La réplication en cercle roulant est ini-

tiée sur la première copie et s’achève sur la seconde [180]. Les formes ex-

trachromosomales en résultant sont des hybrides des deux copies intégrées.

Le phage RS1 de la même catégorie d’IMEXs que CTX, est un phage sa-

tellite de séquence similaire à une partie du génome de CTX appelée RS2

et contenant les modules d’intégration et de réplication. Ainsi la réplica-

tion en cercle roulant débutant sur un CTX peut se terminer sur un RS1

(ou inversement) et conduire à la formation de copies extrachromosomales

hybrides. De plus, RS1 contient un gène supplémentaire nommé rstC et
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qui code pour un anti-répresseur de la réplication et est donc capable de

réguler le nombre de copies de CTX et RS1 [181].

Ces interactions peuvent également se faire au niveau de l’excision des

IMEXs comme dans le cas de TLC ou VGJ. Il a été montré que l’excision

de copies de VGJ intégrées avant CTX co-excise CTX et forme des parti-

cules phagiques hybrides CTX/VGJ capables d’être empaquetées par les

protéines de capsides de VGJ [182, 144, 145]. Cet hybride permet d’étendre

le spectre d’infection de CTX puisque CTX cible normalement le récepteur

TCP (toxin co-regulated pilus) qui n’est exprimé qu’en conditions intes-

tinales [183]. Or le récepteur cible de VGJ pour l’adsorption est MSHA

(mannose-sensitive hemagglutinin), un récepteur constitutivement exprimé

à la surface de V. cholerae.

TLC est le premier IMEXs intégré (en terme de position) dans la quasi-

totalité des souches pandémiques de V. cholerae. Il a été proposé que TLC

aide l’intégration de CTX même si le modèle actuel est peu convaincant

[148, 147]. En effet en 2010, Hassan et al. [148] proposent que la plupart des

souches environnementales de V. cholerae possèdent un site difA portant

des mutations dans le bras de fixation de XerC. Ces mutations résulteraient

en des souches défectueuses pour la résolution des dimères de chromosomes,

un phénotype de filamentation et une incapacité pour CTX d’infecter ce

site. L’intégration de TLC conduirait à la conversion du site difA en un site

dif1 fonctionnel pour l’intégration de CTX et la CDR. Néanmoins cette

étude n’a pas été réalisée dans un contexte isogénique, et les auteurs n’ont

pas vérifié que CTX c’est pas capable de s’intégrer dans un site difA, ni

que les souches filamenteuses avant entrée de TLC étaient défectueuses

pour la CDR à cause du site difA. Cependant, au cours de notre étude

de l’intégration et excision de TLC nous avons démontré que l’excision de
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TLC permettait la co-excision de CTX [30] et de tous les IMEXs intégré

après lui, ce qui présente un point important aux vues de sa position par

rapport à dif dans les souches toxigéniques.

5.6 Similitudes entre les IMEXs et les ICEs

Les ICEs (Integrative conjugative element) sont des éléments mobiles

intégratifs capables de transposer d’une cellule donneuse vers une cellule

receveuse. Dans leur revue sur les ICE de type SXT/R391, ICEBs1 et

ICESt1/ICESt3, N. Carraro et V. Burrus [184] décrivent la biologie de

certains ICEs et leurs interactions avec d’autres éléments mobiles. Il est

intéressant de noter que ces éléments sont similaires aux IMEXs sur cer-

tains points. Tout d’abord contrairement aux transposons classiques, la

plupart des ICEs s’intègrent en utilisant une recombinase à Tyrosine ou

une recombinase à Sérine et seuls de rares cas utilisent une transposase de

type DDE. Je ne traiterai ici que les ICEs de type SXT/R391 qui ciblent les

Enterobacteriaceae et les Vibrionaceae. L’excision de ces éléments donne

lieu à une forme ADN circulaire capable de réplication en cercle roulant

dans certains cas.

Les ICEs de type SXT/R391 s’intègrent en utilisant l’intégrase IntSXT

et s’excisent avec cette même recombinase mais en présence d’un facteur

d’excision supplémentaire "Xis". De manière intéressante, Xis est une pro-

téine de liaison à l’ADN possédant un domaine HTH. L’expression de cette

protéine est elle même régulée de manière complexe par trois autres gènes

présent chez ces ICEs et eux même sous contrôle de la réponse SOS. Ces

points pourraient nous faire penser à XafT dont on ne connait pas encore

la régulation et qui semble être limitant pour l’excision. Cependant plu-
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sieurs différences apparaissent. Tout d’abord chez E. coli l’excision de SXT

dans une population non induite s’effectue à une fréquence de 1% et n’est

pas le facteur limitant pour le transfert de cet élément car la conjugation

apparait à une fréquence 100 fois moins élevée. De plus Xis n’est pas utilisé

pour l’intégration alors que XafT est également nécessaire à l’intégration

de TLC.

SXT et R391 sont tous deux capables de s’intégrer dans le même site

qui est la région promotrice du gène prfC. Lorsque c’est le cas ils s’intègrent

alors en tandem ce qui rappelle l’intégration séquentielle des IMEXs. La

recombinaison homologue entre ces deux copies donne lieu a un hybride

SXT/R391 possédant de nouvelles propriétés. Des cas d’interactions avec

d’autres éléments mobiles ont également été rapportés. Par exemple cer-

tains MGI (pour Mobilizable Genomic islands) ont été décrit comme pi-

ratant le système de conjugaison des ICE et leur excision dépendrait de

facteur encodés par le génome de ces derniers.
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Chapitre 6

Perspectives

Comme nous l’avons vu dans l’introduction les modèles proposés pour

la recombinaison Xer reposent fortement sur l’étude des recombinases Cre

du phage P1. Cependant il est difficile d’intégrer complètement ces deux

modèles ensembles car la recombinaison Xer implique un hétérotétramère

et est sous le contrôle d’une tierce protéine du cycle cellulaire : FtsK.

Plus particulièrement, selon le modèle Cre, les interactions cycliques entre

XerC et XerD (la recombinase active donne son Cter en cis) doivent être

détruites pour passer d’une synapse favorable à un premier échange XerC

(par défaut car XerD n’est pas actif) à une synapse favorable à un premier

échange médié par XerD. Mais les données récentes de molécule unique

contredisent ce modèle et suggèrent que l’activation se fait sans devoir dé-

truire et reformer la synapse puisque FtsK arrive et active la recombinaison

au sein d’une synapse déjà formée [29, 87].

XafT pourrait permettre l’étude à une échelle atomique, des chang-

ments structuraux ayant lieux au cours de l’activation/inactivation de

XerD et XerC au sein d’une synapse de recombinaison. En effet XafT

présente deux avantages principaux pour cette étude : (i) Premièrement,

181
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XafT est une protéine cytoplasmique de petite taille (environ 23KDa) qui

semble capable de favoriser un complexe pro-XerD. Elle active XerD pour

qu’il réalise le premier échange de brins, donnant lieu à une HJ résolue

par XerC. Un double échange de brins peu avoir lieu comme dans la CDR.

Sa petite taille facilitera les études structurales. (ii) L’action de XafT ne

nécessite pas de séquence ADN accessoires ni d’autres protéines de l’hôte

comme c’est le cas pour la résolution des dimères de plasmides [121, 125].

Les études in vitro utilisant Ftsk nécessite l’ajout d’ADN contenant des

séquences KOPS pour permettre le chargement et la translocation de FtsK

jusqu’à la synapse. L’efficacité d’activation in vitro de XerD avec un do-

maine γFtsK apporté en trans est faible par rapport à XafT. L’utilisation

d’une fusion de γXerD est quant à elle suspectée d’impacter le contrôle

catalytique que XerC et XerD exercent l’une sur l’autre [44].

6.1 Caractériser XafT

XafT est une protéine dont la fonction était inconnue et nous possédons

peu d’informations à son sujet. Afin de comprendre son mécanisme d’ac-

tion il serait envisageable de définir les paramètres suivants : (i) Le domaine

HTH en Nter suggère que la protéine pourrait dimériser. Cette hypothèse

est également renforcée par des données préliminaires de double hybride et

de RMN réalisées sur cette protéine et qui indiquent qu’elle serait multimé-

rique (données non montrées et en partenariat avec le laboratoire du Dr.

F. Ochsenbein). Des essais de gel filtration nous renseigneraient sur son ou

ses différents états multimériques. Il serait possible d’isoler les différentes

formes et déterminer quelle fraction active la recombinaison. (ii) L’aspect

multimérique de la protéine semble empêcher l’obtention de la structure

par RMN. Nous pourrions donc essayer d’obtenir la structure de XafT par
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cristallographie. (iii) Des essais de mutagénèse aléatoire suivis d’un crible

testant la recombinaison Xer sous l’influence de Xaft nous renseigneraient

sur le site d’action de cette protéine.

Il est également possible de connaitre les proportions stochiométriques

de chaque protéines impliquées dans le complexe ainsi que leurs constantes

de dissociation en ayant recours à l’ultracentrifugation analytique. Nous

pourrions alors connaitre l’affinité de XerD pour un substrat ADN en pré-

sence ou en absence de Xaft, mais aussi la forme multimérique de XafT

sur le complexe de recombinaison.

6.2 Définir le site d’interaction entre XerD et

XafT

Nous avons démontré que XafT interagit directement avec XerD. Afin

de comprendre le mécanisme d’activation de XerD par XafT nous pour-

rions étudier dans un premier temps quels sont les résidus acides aminés

impliqués dans cette interaction. Cette étude pourrait être réalisée en uti-

lisant un crible génétique de type double hybride et testant une banque de

mutants pour XafT et XerD.

6.3 Comparer qualitativement la conformation

de la synapse XerCD/dif lors d’une acti-

vation par FtsK ou XafT

Il est probable que le mécanisme d’activation de XerD par XafT soit

différent de celui de FtsK et que la synapse de recombinaison soit légère-
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ment différente. Pour vérifier ce point nous avons commencé une collabo-

ration avec le laboratoire du Pr. D. J. Sherratt à Oxford afin de réaliser

les mêmes analyses de molécule unique en temps réel, que celles réalisées

avec FtsK, mais avec XafT [29]. Cette technique repose principalement

sur l’utilisation du FRET (Förster Resonance Energy Transfer) bien que

dans le cas de l’étude de l’activation par FtsK elle soit été couplée à deux

autres techniques de biophysique : le PIFE (Protein Induced Fluorescence

Enhancement) et le TFM (Tethered Fluorophore Motion). L’ADN linéaire

double brins d’intérêt et couplé à une biotine est fixé à une surface re-

couverte de Neutravidine. Celui-ci contient deux sites dif en répétitions

directes et séparés par environ 1kb d’ADN pour permettre la formation de

la synapse (voir Figure 6.1). À proximité directe de chaque site dif se situe

un fluorophore, Cy3B (le donneur) et Cy5 (l’accepteur). Cy3B et Cy5 ont

été positionnés de manière à obtenir un transfert d’énergie de Cy3B vers

Cy5 en cas de formation d’une synapse de recombinaison, ou de HJ.

L’efficacité de FRET obtenue permet de déduire la distance entre les

deux fluorophores et donc indirectement celle entre les deux ADN mar-

qués. Ainsi différentes efficacités de FRET sont obtenues pour des HJ

faites par XerD, isomérisant pour permettre le clivage par XerC, ou les

présynapses formées avant activation de XerD. Avec ce substrat, en cas

de double échange de brins, le FRET fini par être perdu et le signal de

fluorescence bouge énormément puisque l’ADN excisé de 1kb contenant les

deux fluorophores diffuse dans le milieu.

En collaboration avec cette équipe, j’ai donc dans un premier temps

vérifié que sur un substrat chargé des deux sites difE.coli, la synapse de pré-

recombinaison formée par les XerC et XerDV.ch. était comparable à celle
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Figure 6.1 – Schéma représentant le substrat ADN et le principe
du suivit de la formation d’une synapse de recombinaison Xer
en temps réel. Les sites de fixation de XerC et XerD sont schématisés
respectivement par des carrés jaunes et bleus. Les fluorophores Cy3B et
Cy5 par des cercles verts et rouges respectivement. Les flèches rouges in-
diquent des séquences KOPS orientant la translocation de FtsK vers dif.
Le fluorophore Cy5 est celui dont le mouvement est suivi pour le TFM.
(PSF= Point Spread Function). Tiré de P. Zawadzki et al. [29] .

des XerCDE.coli. Dans le cas des synapses de pré-recombinaison formées

par les XerCD de E.coli on obtient une efficacité de FRET E*« 0.72 (voir

Figure 6.2 graphe du milieu, ligne rouge).

Les premières données obtenues avec les XerC et XerD de E.coli cor-

rèlent avec ce qui a été publié dans P. Zawadzki et al. [29]. Par la suite nous

avons réalisé le même type d’expérience avec XerC et XerD de V.cholerae,

toujours sur le site difE.coli. Nous avons obtenu le même type de profil avec

une efficacité de FRET équivalente à celle avec les Xer de E.coli (voir Fi-

gure 6.3). Ces premiers résultats in vitro suggèrent donc que le complexe

synaptique de pré-recombinaison doit être similaire malgré la " relaxation"

des recombinases.

Enfin nous avons ajouté XafT en présence des XerC et XerD de V.

cholerae sur un site difE.coli. Nous n’avons été capables d’obtenir qu’un
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Figure 6.2 – Suivi en temps réel de l’efficacité de FRET de Cy3B
vers Cy5 lors de la formation de synapse XerCDE.coli sur deux
sites difE.coli. Graphique du haut : en vert est l’intensité du donneur Cy3B.
En rouge celle du receveur Cy5. La ligne noire représente l’intensité de l’ac-
cepteur Cy5 sous l’excitation du donneur Cy3B. DD : donneur/donneur,
DA : donneur/accepteur, AA : accepteur/accepteur. L’axe des X corres-
pond au temps d’enregistrement (en secondes). Graphique du milieu : Eraw

= efficacité brute, Sraw= stoechiométrie brute en rouge et en noir respecti-
vement. Les histogrammes du bas montrent la distributivité des différents
évènements enregistrés.

seul évènement qui pourrait correspondre à la formation d’une HJ. Celui-

ci est caractérisé par un passage très transitoire d’une efficacité de FRET

de E*«0.72 à E*« 0.44 et correspond à la valeur obtenue pour les HJ faites

par XerD dans le cas de cette expérience avec ce substrat (voir Figure 6.4).
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Figure 6.3 – Suivi en temps réel de l’efficacité de FRET de Cy3B
vers Cy5 lors de la formation de synapse vibXerCD sur deux sites
difE.coli. Même légende que Figure 6.2.
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Une fois la HJ formée celle-ci semble stable.

Figure 6.4 – Suivi en temps réel de l’efficacité de FRET de Cy3B
vers Cy5 lors de l’activation d’une synapse vibXerCD sur deux
sites difE.coli et sous l’influence de XafT. Même légende que Figure
6.2

Cependant ces données ne sont que des données préliminaires. Il est pos-

sible que la raison pour laquelle de tels évènements soient rares est que nous

avons utilisé des sites difE.coli. Or nous avions démontré que XafT active

moins efficacement la recombinaison Xer sur ces sites. Nous construisons

donc actuellement des substrats contenant deux sites dif1. Nous espérons

pouvoir collecter suffisamment de données par la suite afin de comparer les
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complexes d’activation sous FtsK et XafT.
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Title: Mechanism of integration of the phage TLC into the genome of  V. cholerae 
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Abstract: Most of bacteria have a single circular chromosome. 
During replication of DNA, this circularity can lead to two sister 
chromatids topologically linked (catenanes and dimers). These 
topological links have to be solved in order to allow good 
segregation of genetic information between the two daughter cells 
during cell division. Bacteria possess a highly conserved 
machinery : the tyrosine recombinases XerC XerD that are 
capable of resolving dimers and some catenanes, by catalyzing a 
crossover at the specific site dif  located in the Ter region of the 
chromosome. During this process they realize two sequential 
strand exchanges. 
 
The Xer reaction is spatiotemporally controlled by a protein of the 
divisome : FtsK. FtsK is a pump that translocates DNA through 
the septum of division. When FtsK meets a synapse that consists 
of two dif  loaded by XerC and XerD, it activates XerD catalysis 
that initiates first strand exchange. Secondly XerC catalyzes a 
second strand exchange independently of FtsK. To date the 
activation mechanism of XerD is not well understood. Some 
mobile elements solve their multimeric states (like plasmids) or 
integrate their genome into the chromosome of their host by using 
XerCD recombinases. Such integrative elements are named 
IMEXs (Integrative Mobile Element using Xer). The mobile 
elements studied before my thesis all used recombination 
pathways initiated by catalysis of XerC and not requiring 
activation of XerD. 
 

During my PhD I studied at first the integration / excision 
mechanism of a new class of IMEXs using as a model the TLC 
phage Vibrio cholerae, the bacterium responsible for cholera. By 
genetic approaches I demonstrated that TLC uses a recombination 
pathway initiated by XerD catalysis and independently of FtsK. My 
work has also shownthat the phage excision participates in the 
evolution of pandemic strains of V. cholerae. 
 
In the second part , I identified a phage factor that allows TLC to 
bypass the activation of XerD by FtsK. This factor was a protein of 
unknown function with a HTH domain and a DUF3653 domain. 
DUF3653 are found in many IMEXs. Using molecular biology 
approaches, I studied the mechanism of action of this protein. I 
reproduced the recombination reaction in vitro  and demonstrated 
that this factor activates XerD by directly interacting with it. 
 
Finally, we were interested to study disparities between Xer 
recombination in E. coli and V. cholerae. In particular, the Xer 
recombination seems to act only on dimers in E. coli  while it is also 
active on monomers in V. cholerae. We have demonstrated that 
these differences in behaviors do not come from Xer themselves or 
their activation by FtsK. They result from different choreographies 
of chromosome segregation between these two bacteria and are also 
dependent on growth rates. 
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Résumé : La plupart des bactéries ont un unique chromosome 
circulaire avec une origine de réplication unique. L’ADN est une 
hélice double-brin qui lors de la réplication va être soumise à des 
contraintes topologiques. Dans le cas des chromosomes circulaires, 
ces contraintes topologiques peuvent lier les deux chromatides 
soeurs résultant de la réplication (caténanes et dimères). Ces liens 
topologiques doivent êtres résolus afin de permettre une bonne 
ségrégation de l’information génétique entre les deux cellules 
fillesau cours de la division cellulaire. Les bactéries possèdent une 
machinerie très conservée : les recombinases à Tyrosines XerC et 
XerD, capables de résoudre les dimères et une partie des 
caténanes, en catalysant un crossing-over au site dif , situé dans la 
région Ter du chromosome. Lors de ce processus, elles réalisent 
successivement deux échanges de brins. 
 
La réaction Xer est contrôlée spatialement et temporellement par 
une protéine du divisome : FtsK. FtsK est une translocase qui 
pompe l’ADN à travers le septum de division. Lorsqu’elle 
rencontre une synapse constituée de deux sites dif  chargés de 
XerC et XerD, elle active XerD pour qu’elle initie le premier 
échange de brins. Dans un second temps XerC catalyse un second 
échange de brins indépendamment de FtsK. À ce jour le 
mécanisme d’activation de XerD n’est pas compris. Certains 
éléments mobiles résolvent leurs états multimériques (tels que les 
plasmides) ou intègrent leur génome dans celui de leur hôte en 
détournant les recombinases XerC et XerD. On parle d’IMEXs 
(Integrative Mobile Element using Xer). Les éléments mobiles 
étudiés avant ma thèse utilisaient tous des voies de recombinaisons 
initiées par la catalyse de XerC et ne nécessitant pas l’activation de 
XerD. 

 Au cours de ma thèse, j’ai étudié dans un premier temps le 
mécanisme d’intégration / excision du phage TLC de Vibrio 
cholerae, la bactérie responsable du choléra. Par des approches de 
génétique, j’ai démontré que TLC défini une nouvelle catégorie 
d’IMEXs. Il utilise une voie de recombinaison où le premier échange 
de brins est catalysé par XerD et indépendant de FtsK. Mes travaux 
ont également montré que l’excision du phage participe à l’évolution 
des souches pandémiques de V. cholerae. 
 
 J’ai identifié un facteur phagique qui permet à TLC_  de contourner 
le contrôle de FtsK sur l’activation de XerD. Ce facteur est une 
protéine de fonction inconnue présentant un domaine HTH (Hélice-
Tour-Hélice) et un domaine de fonction inconnue DUF3653. Ce 
dernier est retrouvé dans de nombreux IMEXs. Puis par des 
approches de biologie moléculaire, j’ai étudié le mécanisme d’action 
de cette protéine. J’ai reproduit 
la réaction de recombinaison in vitro  et démontré qu’elle active 
XerD en interagissant directement avec elle. 
 
Enfin, nous nous sommes intéressés aux disparités observées entre la 
recombinaison Xer chez E. coli  et V.  cholerae. En particulier, la 
recombinaison Xer semble agir seulement sur les dimères chez E.coli  
alors qu’elle est active également sur les monomères chez V. 
cholerae. Nous avons montré que ces divergences de comportement 
ne viennent pas des Xer elles mêmes, ni de leur activation par FtsK. 
Elles résultent des différences de chorégraphie et de la vitesse de 
ségrégation des chromosomes frères, dans ces deux bactéries et en 
fonction de leurs conditions de croissance. 

 

 


