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Titre : Identification et caractérisation structurale du système 
Toxine-Antitoxine aapA1/IsoA1 de Helicobacter pylori 

Résumé : Les systèmes Toxine Antitoxine (TA) sont présents chez la plupart des génomes 
bactériens. Nous rapportons dans cette étude la présence de tels systèmes chez la bactérie 
pathogène Helicobacter pylori. Ce nouveau système TA de type I, de la même manière que 
les autres systèmes de type I décrits, est composé d’une toxine peptidique membranaire 
(AapA) dont la traduction est inhibée par un ARNnc (IsoA) suivant une interaction côté 5’ non 
traduit de l’ARNm. La structuration particuliere de l’ARNm a permit l’identification d’orthologue 
de ce système dans les chromosomes des genres Helicobacter et Campylobacter mais aussi 
sur leur patrimoine génétique mobiles, tels les plasmides. Ceci impliquant leur potentielle 
acquisition dans le génome par transfert génétique horizontal. La deuxième partie de l’étude 
se focalise sur la résolution par RMN du liquide de la structure atomique de la toxine AapA1 
dans un environnement pseudo-membranaire. Une approche par mutation révèle les 
determinants structuraux de la toxicité, pointant la présence d’une empreinte de charge dans 
la partie helicoidale transmenbranaire de la toxine présente aussi chez d’autres toxines de 
Type I. La dernière partie de l’étude se centre sur l’expression et la purification de la toxine 
afin d’en étudier la structure en environnement membranaire complexe par RMN du solide. 
Les résultats prometteurs ouvrent la voie à une caractérisation de la toxine par l’expérience 
de PISEMA. 

Mots clés : Toxine-Antitoxine, RMN, Helicobacter pylori 
 

Title : Identification and Structural characterization of aapA1/IsoA1 
Toxin Antitoxin system from Helicobacter pylori 

Abstract : Toxin-antitoxin (TA) systems are present in almost all bacterial genomes. Here 
we report that the genome of the major human gastric pathogen, Helicobacter pylori, is hosting 
several copies of a new family of type I TA systems. Similarly to other type I TA systems, the 
toxin (AapA) is a small membrane protein whose expression is controlled by a small antisense 
RNA (IsoA, antitoxin) that binds to the 5’ untranslated region (UTR) of the mRNA. In addition 
we used the strong conservation of the mRNA folding to identify homologs of this TA system 
not only in other Helicobacter and Campylobacter chromosomes but also on plasmids, 
indicating that this new TA system might have been spread over different genomes via 
horizontal gene transfer.The second part of the study take account of the AapA toxin itself. We 
acutely determine the structure of AapA1 by liquid state NMR in membrane mimicking 
environment. We then probe first structural insight on atomic structural determinants of its 
toxicity following a mutation studies.These results reveal a particular charge pattern on the 
transmembrane α helix domain of AapA toxin similary to other Type I toxin. A third part of the 
studies is based on expression and purification of the toxin in order to determine the structure 
in complex membrane environment by solid state NMR. The promosisng result open the way 
to characterize the toxin by PISEMA experiment. 

Keywords : Toxin-Antitoxin, NMR, Helicobacter pylori 
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1 Introduction 
Les nouvelles méthodes de recherche dans le séquençage haut débit et l’analyse transcriptomique des 

petits génomes ont accéléré les découvertes sur les régulations génétiques. Durant les 30 dernières 

années cette combinaison d’approches a permis l’identification et la caractérisation de module de gènes 

très présents en nombre chez les procaryotes. Ces modules sont les systèmes Toxine-Antitoxine (TA). 

Les systèmes TA sont des cassettes génétiques composé de minimum deux gènes, l’un codant pour une 

toxine et l’autre pour une antitoxine qui lui est propre. La complexité des mécanismes et la fonction de 

ceux-ci enrichissent notre compréhension des régulations génétiques chez les procaryotes révélant la 

grande richesse du vivant. 

1.1 Les systèmes Toxine Antitoxine : Généralités 

1.1.1 Nature et classification des systèmes Toxine Antitoxine 
Les systèmes TA sont des modules génétiques codant les éléments d’un processus binaire composés 

d’une toxine et une antitoxine. Une première caractéristique majeure de ces systèmes est que l’élément 

toxine est toujours plus stable que l’élément antitoxine, qui lui a pour rôle d’inhiber la toxine. La nature 

de chaque élément et le mode d’inhibition ont permis de classer ces systèmes en cinq types actuellement. 

Si la toxine est toujours une protéine, l’antitoxine est elle, soit une protéine, soit un ARNnc (Hayes and 

Van Melderen, 2011) (Brantl, 2012) (Brantl and Jahn, 2015). Si nous nous intéressons à la nature des 

objets du système, l’antitoxine est un petit ARNnc dans les systèmes type I et type III, avec comme 

toxine un peptide généralement inférieur à 60 acides aminés. Dans les autres systèmes type II, IV et V 

la toxine et l’antitoxine sont des protéines Figure 1. L’antitoxine ARNnc des sytèmes de type I, a comme 

fonction d’inhiber la traduction de l’ARNm de la toxine, le processus se déroulant exclusivement à un 

niveau post transcriptionnel. Dans les systèmes de type III, l’ARNnc antitoxine va interagir avec la 

protéine toxique traduite en l’inhibant par séquestration (Fineran et al., 2009) (Blower et al., 2011). Le 

processus est à un niveau post traductionnel et transcriptionnel comme pour le système de type V. Il est 

lui aussi une interaction protéine-ARN, la différence avec le système de type III tient dans le fait que 

cette fois l’antitoxine est une protéine qui clive l’ARNm de la toxine, toujours dans un mécanisme 

d’inhibition mixte (Wang et al., 2012). Dans les systèmes de type II et IV, le mécanisme d’entrave est 

à un niveau post traductionnel exclusivement, le blocage est due à une interaction protéine-protéine, de 

l’antitoxine et la toxine pour les systèmes de type II, alors qu’il est une interaction de l’antitoxine 

protéique avec la cible de la toxine pour les systèmes de type IV (Masuda et al., 2012). 
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Figure 1 Classification des systèmes TA connus. Les barres noires et blanches marquent les positions 
-35 et -10 des promoteurs. Les éléments toxines sont représentés en bleu et les éléments antitoxines en 
rouge. Les boites grises représentent les séquences SD. (A) Système TA type I à inhibition exclusivement 
post transcriptionnelle. (B) Les systèmes TA paires type II et IV à inhibition exclusivement post 
traductionnelle. (C) Les systèmes TA impaires type III et type V à inhibition mixte. Adapté depuis (Brantl 
and Jahn, 2015) 

Il existe une variante des systèmes TA à trois partenaires qui inclue une protéine chaperonne. Le système 

higB1/HigA1-Rv1957 de Mycobacterium tuberculosis implique la chaperonne Rv1957 dans son 
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fonctionnement (Bordes et al., 2011) (Sala et al., 2013) Figure 2. A la différence du système de type 

IV ou le troisième élément est la cible cellulaire de la toxine, ici, la chaperonne est directement engagée 

à plusieurs niveaux dans le mécanisme. Rv1957 est codée en opéron avec les éléments toxine et 

antitoxine, elle interagit avec l’antitoxine HigA1 et la préserve d’une éventuelle dégradation ou 

agrégation. Ceci facilite sa structuration et son interaction avec la toxine HigA dans sa fonction 

d’entrave.  

 

Figure 2 Système Toxine Antitoxine Chaperonne (TAC) à inhibition post traductionnelle. Les barres 
noires et blanches marquent les positions -35 et -10 des promoteurs. Les éléments toxines sont 
représentés en bleu et les éléments antitoxines en rouge. L’élément Chaperonne est indiqué en vert. Les 
boites grises symbolisent les séquences SD. L’opéron TAC est régulé par un promoteur qui contient un 
motif RecA-NDp caractéristique des gènes LexA/RecA chez Mycobacterium tuberculosis. La 
chaperonne Rv1957 participe à la structuration et à la stabilité de l’antitoxine HigA1 en prévenant sa 
dégradation par des protéases (ClpC1 ou ClpX). De plus l’interaction de HigA1 avec la chaperonne 
rend l’antitoxine compétente dans sa fonction d’inhibition. 

Le système TAC est conservé chez tous les membres de Mycobacterium turculosis et ces systèmes 

tripartite peuvent être trouvés chez beaucoup d’autres bactéries (Sala et al., 2013).  
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1.1.2 Origine et évolution des systèmes Toxine-Antitoxine 
Le point d’origine des systèmes TA dans le règne procaryote reste une énigme, néanmoins ils sont 

largement disséminés dans leur génome. Initialement, les systèmes TA furent découvert sur des 

Eléments Génétiques Mobiles (EGM), comme le système hok/Sok sur le plasmide R1 de Escherichia 

coli (Gerdes et al., 1986b). Plus tard des systèmes similaires furent identifiés sur le chromosome de 

bactéries Gram-négative et Gram positive. Jusqu’à 26 systèmes TA de type I furent annotés bio 

informatiquement dans la souche Escherichia coli O157 :H7 Sakai et de nombreux autres attendent 

d’être caractérisés (Fozo et al., 2010). Contrairement au système de type II et III qui se propage par 

transfert horizontal, les systèmes de type I pourraient être hérités par un transfert vertical et se répandre 

par duplication au sein d’une même lignée (Fozo et al., 2010). Des approches d’études par recherche 

bio-informatique laisse entrevoir la grande dissémination de ces systèmes (Fozo et al., 2010). Les 

systèmes de type II qui sont les plus abondants en termes de système décrit le sont car une exploration 

peut se faire tant sur la similarité de séquence nucléotidique que sur le repliement structural 3D des 

protéines (Leplae et al., 2011). Les systèmes de type III semble moins nombreux que les systèmes de 

type II, mais comme la reconnaissance de ces systèmes repose sur une homologie structurale de la toxine 

et que l’antitoxine est un petit ARNnc des méthodes plus adaptées de bio-informatique peuvent surement 

révéler comme pour les types II, une plus grande dissémination (Blower et al., 2012). Pour les types IV 

et type V, leurs découverte récente limite le nombre d’étude sur leur abondance, leur origine et leur 

évolution. L’évolution entre ces différents systèmes est peut être une piste d’étude de leur provenance. 

L’endoribonucléase ToxN du système de type III montre une similarité dans son repliement avec la 

super famille CcdB/MazF des toxines de type II (Blower et al., 2011) Figure 3. L’endoribonucléase 

SymE du système de type I quant à elle, présente des similarités de structure avec la super famille MazE 

des types II (Kawano et al., 2007). De même, les toxines de type I sont en grande majorité des peptides 

membranaires qui inhibent la force proton-motrice comme la toxine de type V GhoT (Weel-Sneve et 

al., 2013) (Wang et al., 2012).Quant à l’antitoxine YeeU du type IV, elle est significativement similaire 

à la toxine RelE dans sa structure (Arbing et al., 2010) Figure 3. Ce processus d’évolution des 

constituants toxine et antitoxine entre systèmes est peut être à l’origine de l’apparition de nouveaux 

types, il offre dans tous les cas une large gamme de possibilités d’interactions, tant entre les éléments 

du système lui-même qu’avec ses cibles cellulaires. Ceci a permis la création de systèmes totalement 

artificiels, comme l’antitoxine GhoS du système de type V qui est transformée en toxine dont la toxicité 

est réprimée par une antitoxine dérivée de l’antitoxine ToxI du système de type III, dans un tout nouveau 

système TA artificiel (Soo et al., 2014). La découverte récente de deux systèmes TA chromosomiques 

au même locus chez Enterococcus faecalis, homologue aux systèmes type II mazEF pour l’un et au 

système type I txpA/RatA pour l’autre, révèle des interdépendances même dans leur régulation et leur 

évolution conjointe favorisée. MazEF active la transcription de ratA qui contrôle la stabilité de l’ARNm 

de la toxine TxpA, montrant que le système joue un rôle pivot dans l’expression du second module TA 

(Wessner et al., 2015). Cette régulation montrée précisément ici, est aussi visible avec le système type 
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II kis/Kid plasmidique dans lequel l’activation du système subvient lorsque la cellule est sur le point de 

perdre le plasmide le contenant. Le système intervient en inhibant temporairement la division 

bactérienne, évitant ainsi la perte du plasmide dans une des deux cellules filles. La perte du plasmide 

pourrait se traduire par la mort de la bactérie par un mécanisme de mort après division ou Post 

Segregationnal Killing (PSK) causé par un autre système TA présent sur le plasmide (Pimentel et al., 

2014). 

 

Figure 3 Homologie structurale entre protéines des systèmes TA de type différents. Les structures des 
protéines toxiques sont représentées en bleu et celle des antitoxines en rouge. (Haut) Homologie entre 
l’antitoxine de type IV YeeU et la toxine de type II RelE. (Bas) Homologie entre la toxine de type III 
ToxN et la toxine de type II (MazF)  
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1.1.3 Rôle des systèmes Toxine Antitoxine 
Les systèmes TA ont initialement été découvert sur des plasmides pour lesquelles ils participent à leur 

maintien au sein de la population bactérienne. Ils opèrent dans un mécanisme PSK ou addiction 

(Yarmolinsky, 1995). Ce processus repose sur une des propriétés majeurs des systèmes TA, à savoir la 

différence de stabilité entre l’élément toxine et antitoxine. Suite à la division bactérienne, l’absence du 

plasmide contenant le système dans une cellule fille entraine l’effet de l’élément toxine stable par 

dégradation rapide et non renouvellement de l’élément antitoxine. Ceci se traduit par la mort de la 

bactérie fille et une conservation du plasmide au sein de la population. Cependant ceci n’est pas le cas 

pour tous les systèmes TA plasmidique comme nous avons pu le voir avec le système kis/Kid qui n’agit 

pas dans un mécanisme de PSK directement tout en conservant le plasmide au sein de la population 

bactérienne. Certaines hypothèses sur le rôle de ces systèmes TA parlent aussi d’effet se basant sur 

l’augmentation du nombre de copie de plasmide au sein même de la bactérie (Lopez-Villarejo et al., 

2015) ou sur des phénomènes de compétition entre plasmides, éliminant les bactéries avec plasmide 

dépourvue de système TA (Cooper et al., 2010).  

Pour les systèmes TA chromosomiques, le débat sur leur rôle est plus controversé, cependant 

l’implication des systèmes TA dans une réponse au stress et dans la stabilisation d’élément génétique 

sont les deux rôles majeures les plus référencés dans la littérature. Il a été reporté dans la littérature que 

le systèmes mazEF est impliqué dans le sacrifice d’une partie de la population bactérienne en condition 

de stress pour favoriser la survie d’une majorité dans un phénomène de mort altruiste (Engelberg-Kulka 

et al., 2006). Cependant ces résultats n’ont pas été reproductible (Tsilibaris et al., 2007) D’autres 

hypothèses lié au stress font intervenir les phénomènes de persistance en réponse à des traitement 

antibiotiques ou des carences en acide aminées (Gerdes and Maisonneuve, 2015). Si nous nous referons 

à leur rôle dans le maintien d’éléments génétiques, nous comprenons mieux leur propriété addictive que 

dans le cas d’une réponse au stress. Il a été démontré que les systèmes TA participent à la stabilité 

d’élément Integratif Conjugatif (ICE) (Wozniak and Waldor, 2009) ou de super integrons (Szekeres et 

al., 2007). Ces super intégrons sont des éléments très stable, les essaies de délétion de ceux-ci chez 

Vibrio cholerae ont toujours échoué ce qui suggère fortement l’implication des systèmes TA présent 

dans leur stabilisation afin d’éviter l’efflux de gènes important. Ces deux hypothèses, stabilisation et 

stress, sont les plus répandues dans la communauté d’étude des systèmes TA, cependant d’autres 

hypothèses toutes aussi intéressantes sont aussi débattues. L’une d’entre elles, repose sur le fait que ces 

systèmes chromosomiques n’ont aucun rôle biologique favorable à l’organisme et sont seulement des 

éléments égoïstes addictifs (Mine et al., 2009). Tout leur effet de stabilisation au sein du chromosome 

et dans les populations bactérienne ne serait qu’un effet secondaire de leurs propriétés addictives. Ils 

pourrait dans ce cas être en compétition entre eux même ou dans une compétition avec d’autre élément 

génétique tel les phages (Fineran et al., 2009) et seulement conservés sur le chromosome car ils 

joueraient un rôle anti addiction détourné par la bactérie contre ces éléments délétères (Saavedra De 
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Bast et al., 2008). Ceci pourrait expliquer le formidable succès en terme d’évolution des systèmes TA 

dans le règne procaryote. De tous les systèmes TA connues actuellement, les systèmes de type II sont 

les plus étudiés en quantité et en qualité. Les mécanismes et rôles de ces systèmes sont les plus détaillés 

dans la littérature, bien qu’il existe encore de nombreux questionnement (Schuster and Bertram, 2013). 

Les systèmes type III, IV et V découvert récemment et sur peu d’organismes font défaut dans la quantité 

de savoir accumulé à leur sujet. De manière surprenante, bien que les systèmes de type I furent les 

premiers à être découvert ils sont les moins étudiées dans l’ensemble du mécanisme. Le mécanisme post 

transcriptionnel est cependant plus présent dans la littérature que les études sur la toxine elle-même 

(Brantl, 2012) (Brantl and Jahn, 2015).  
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1.2 Les systèmes Toxine-Antitoxine de Type I 
Les systèmes TA de type I peuvent être classé au sein de leur grande famille selon plusieurs critères. Si 

nous nous plaçons au niveau organisationnel des gènes de la toxine et l’antitoxine, nous pouvons voir 

des arrangements différents. Ils peuvent être arrangés de manière convergente, l’antitoxine étant un 

ARNnc encodé en cis du gène de la toxine. C’est le cas du premier système connu hok/Sok (Gerdes et 

al., 1985). Un autre système bien connu, est le système tisB/IstR1, dans lequel les gènes des deux 

éléments sont codés indépendamment et transcrit de manière divergente. L’antitoxine étant codée en 

trans du gène de la toxine (Darfeuille et al., 2007). La majorité des toxines de type I étant des petites 

protéines hydrophobe avec un domaine transmembranaire, à deux exceptions près à savoir SymE et 

RalR qui sont des nucléases ARN et ADN respectivement (Kawano et al., 2007) (Guo et al., 2014). 

1.2.1 Les mécanismes d’inhibitions de la toxine des systèmes de type I 

1.2.1.1 Les mécanismes d’actions de l’ARNnc antitoxine sur l’ARNm actif 
Dans la littérature deux mécanismes majeurs d’actions d’inhibition par l’antitoxine sont décrits, l’un 

repose sur une inhibition de la traduction de l’ARNm de la toxine et l’autre sur une dégradation favorisée 

de celui-ci. Des actions conjointes peuvent aussi existé pour certaines antitoxines comme pour 

l’antitoxine SR4 qui présente un mécanisme bi fonctionnel. Il intervient à la fois dans l’inhibition de la 

traduction et favorise la dégradation (Jahn and Brantl, 2013). 

Le mécanisme d’inhibition de la traduction peut être réalisé de différentes manières directe ou indirecte 

en jouant sur les différentes propriétés des ARNm pour leur traduction. La manière directe implique la 

liaison de l’antitoxine à la séquence Shine Dalgarno (SD) la toxine dans l’ARNm. Ceci se trouve dans 

le cas du système symE/SymR, dans lequel l’antitoxine SymR s’appareille avec une région de l’ARNm 

de la toxine qui contient la séquence SD ce qui empêche le contact direct avec le ribosome (Kawano et 

al., 2007) Figure 4. Par comparaison, nous pouvons aboutir au même résultat de manière indirecte, ou 

cette fois l’antitoxine ne s’appareille pas directement à la séquence SD de la toxine. C’est le cas avec 

l’antitoxine Sok du système hok/Sok. Dans ce système la traduction du peptide toxique Hok est difficile 

et requiert en amont la traduction d’un peptide leader appelée Mok. L’antitoxine Sok se lie à la séquence 

SD de mok et donc prévient toute traduction de la toxine indirectement. L’utilisation indirecte de la 

séquence SD par l’antitoxine n’est pas la seule stratégie adoptée, dans le système tisB/IstR1, la 

traduction est inhibé par l’antitoxine en bloquant un site d’attente du ribosome cette fois ci (Darfeuille 

et al., 2007). Chez E coli la séquence SD de l’ARNm tisB est bloquée par un appariement 

intramoléculaire, l’antitoxine IstR1 se lie 100 nucléotides en amonts du site d’initiation de la traduction 

de la toxine au niveau d’une partie non structurée qui sert de site d’attente au ribosome (SAR). Ceci 

limite l’accès du ribosome dans son approche vers le site d’initiation de la traduction et la libération de 

la séquence SD (Wagner and Unoson, 2012) Figure 4. 



 
13 

 

 

Figure 4 Mécanismes d’inhibition des ARNnc antitoxine chez les bactéries Gram négative. Les barres 
noires et blanches marquent les positions -35 et -10 des promoteurs. Les éléments toxines sont 
représentés en bleu et les éléments antitoxines en rouge. Les boites grises représentent les séquences 
SD Les flèches vertes symbolise la dégradation par la RNAse III (A) Inhibition indirecte de la traduction 
par interaction de l’antitoxine avec des séquences autres que la séquence SD de la toxine sur l’ARNm. 
(B) Inhibition directe de la traduction par interaction de l’ARNnc antitoxine avec la séquence SD de 
l’ARNm de la toxine. Adapté depuis (Brantl and Jahn, 2015) 

Le mécanisme d’action de l’antitoxine n’a pas été aussi bien étudié pour tous les systèmes que dans ces 

trois cas présentés et souvent des questions se posent pour certains systèmes actuels. Le système 

zorO/OrzO possède une antitoxine qui se lie aussi dans la partie 5’ non traduite de l’ARNm de la toxine, 

cependant il n’a pas été démontré si cette région d’appariement correspondait à un site d’attente du 

ribosome ou à la séquence SD d’un éventuel peptide leader (Wen and Fozo, 2014).  
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Tous les systèmes présentés précédemment étaient des systèmes de bactéries Gram négative et 

l’antitoxine se liait côté 5’ de l’ARNm. Dans le système de type I bsrG/SR4 de Bacillus subtilis bactérie 

Gram positive l’antitoxine ARNnc se lient cette fois côté 3’ de l’ARNm de la toxine. Cette liaison de 

l’antitoxine par complémentarité de séquence atteignant 120 paires de base entraine un changement 

conformationel en 5’ près de la séquence SD, qui verrouille sa traduction comme dans les systèmes 

précédents. La liaison de l’antitoxine en 3’ en un long duplexe promeut elle la dégradation du complexe 

ainsi formé (Jahn and Brantl, 2013) Figure 5. Cette double fonction d’inhibition ne se retrouve à l’heure 

actuelle que dans ce système. Cependant la dégradation de l’ARNm de la toxine favorisée par 

l’antitoxine est un mécanisme que nous retrouvons lui, chez d’autres systèmes comme le système 

txpA/RatA à nouveau chez Bacillus subtilis. RatA se lie aussi côté 3’ de l’ARNm de la toxine TxpA par 

une complémentarité d’une centaine de paires de base. Ceci enclenche la dégradation du complexe par 

une endoribonucléase (Silvaggi et al., 2005) Figure 5. Il est intéressant de noter que ces deux systèmes 

sont présents chez une bactérie Gram positive alors que précédemment les interactions se faisaient côté 

5’ pour des bactéries Gram négative. Une explication pourrait tenir sur la fait que les mécanismes de 

dégradation ne sont pas les mêmes chez les bactéries Gram négative et positive (Condon and Bechhofer, 

2011). Chez Bacillus subtilis une activité exonucléase 5’ vers 3’ joue un rôle important dans la 

dégradation des ARNm que l’on ne retrouve pas chez les bactéries Gram négative (Durand et al., 2012a). 

De même, le système RNAI/RNAII chez Enterococcus faecalis, bactérie Gram positive, présente une 

interaction de l’ARNnc côté 3’ de l’ARNm RNAI de la toxine Fst mais ceci n’entraine pas une 

dégradation du complexe à la différence des systèmes chez Bacillus subtilis mais une stabilisation de 

celui-ci tout en inhibant la traduction Figure 5. L’interaction se passe en plusieurs étape et commence 

par une interaction en 3’ au niveau de la boucle de terminaison de transcription et implique ensuite deux 

autres régions répétées DRa et DRb (Greenfield et al., 2001). Dans ce complexe toxine-antitoxine la 

séquence SD est prise dans une région double brin empêchant son accès, mais le plus surprenant tient 

dans la stabilisation de ce complexe et non sa dégradation. La demi-vie de l’ARNm de la toxine fst 

augmente de 9min à 40min et pour l’antitoxine de 16min au lieu des 4min habituelles. Nous ne 

retrouvons pas de corrélation entre le mécanisme d’action de la toxine et l’origine de la bactérie, 

cependant les bactéries Gram positive ont une interaction en 3’ alors que les bactéries Gram négative 

ont une interaction de l’antitoxine en 5’ de l’ARNm de la toxine. Cette dualité entre 5’ et 3’ est due en 

partie seulement au fait que lors de l’établissement du complexe ARNnc antitoxine et ARNm de la 

toxine une large part du duplexe se lie par complémentarité de base et que cette complémentarité se 

retrouve sur l’enchevêtrement des séquences au niveau ADN de la cassette TA. 
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Figure 5 Mécanismes d’inhibition des ARNnc antitoxine chez les bactéries Gram positive. Les barres 
noires et blanches marquent les positions -35 et -10 des promoteurs. Les éléments toxines sont 
représentés en bleu et les éléments antitoxines en rouge. Les boites grises représentent les séquences 
SD Les flèches vertes symbolise la dégradation par la RNAse III ou la RNAse Y (A) Promotion de la 
dégradation du complexe inhibiteur RatA/TxpA en 3’ de txpA. (B) Mécanisme bi fonctionnel Inhibition 
de la traduction et dégradation de l’ARNm. La liaison SR4 avec bsrG induit un changement 
conformationnel de la tige boucle contenant la séquence SD en passant de 4 à 8 paires de base. La 
dégradation du complexe est aussi promue par cette interaction 3’ de bsrG. (C) Inhibition et 
stabilisation du complexe RNAII/RNAI lié par complémentarité de ces régions répétées Dra et Drb. 
Adapté depuis (Brantl and Jahn, 2015) 

Les arrangements convergents présentent un enchevêtrement parfait de leur séquence toxine et 

antitoxine alors que les arrangements divergents ne présentent pas ceci au niveau d’un côté préférentiel. 

L’établissement du premier contact est souvent réalisé via des interactions boucle-boucle 

complémentaire (bsrG/SR4) ou boucle région simple brin (hok/Sok) qui aboutissent au final par des 
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processus en une ou plusieurs étapes à un duplexe. Dans les interactions rapides ARN-ARN la présence 

de motifs YUNR ont montré leur importance dans l’établissement du complexe en étant l’échafaudage 

préliminaire à celui-ci (Gultyaev et al., 2000). Ce motif est présent dans les systèmes TA de type I au 

niveau de l’ARNm de la toxine. Chez hok il se structure au niveau d’une tige boucle en 5’ alors qu’il est 

en 3’ pour l’ARNm bsrG. C’est ce motif qui est l’initiateur de la formation du duplexe allongé dans les 

deux cas Figure 6. Cependant tandis que dans ces systèmes l’interaction aboutit à un long duplexe pour 

certains systèmes l’interaction n’aboutit que à des complexes partiel qui n’implique que de petites 

séquences complémentaires comme pour le système fst/RNAII. Le motif YUNR est présent en 3’et sert 

de contact initial mais n’aboutit pas à un long duplexe Figure 6. 

 

Figure 6 Voie d’interactions entre l’antitoxine et l’ARNm de la toxine et établissement du duplexe 
final. L’ARNm de la toxine est représentée en bleu et l’ARNnc antitoxine est représentée en rouge. Le 
motif YUNR est représenté en vert. La séquence SD est représentée en gris sur l’ARNm. La chronologie 
de l’interaction est présentée par des chiffres croissant 1,2 et 3. (A) formation du duplexe allongée chez 
le système bsrG/SR4. La première interaction se fait au niveau du motif YUNR présent sur la tige boucle 
de l’ARNm (B) formation d’un duplexe stable chez RNAI/RNAII. L’interaction commence par la tige 
boucle contenant le motif YUNR sur l’ARNm, puis par les régions DRa et DRb présent sur les deux 
éléments. Adapté depuis (Brantl and Jahn, 2015) 

Le complexe RNAI/RNAII est lui non dégradé mais stabilisé comme nous avons pu le voir 

précédemment, c’est le seul cas aujourd’hui démontré de stabilisation bien qu’il puisse exister 

potentiellement des systèmes connues qui présente aussi ce mécanisme mais dont l’étude dans cette 

approche n’a pas été effectué. C’est le cas du système sprA1/SprA1as qui appartient à la famille 

fst/RNAII (Fozo et al., 2010) pour lequel l’inhibition de traduction a été montré mais non l’éventuelle 

dégradation ou stabilisation par l’étude des demies vies des ARNm (Sayed et al., 2012a) . Le complexe 

final dans les autres cas est dégradé par la RNAse III qui est spécifique des ARN double brins. Cette 

activité de la RNAse III dans les duplexes ARN sens/antisense a été démontré pour la première fois avec 

l’antisense de copA, gène de régulation du plasmide R1 chez Escherichia coli (Blomberg et al., 1990) 

et la même année pour d’autre exemple comme pour des phages ou des transposons (Case et al., 1990). 

Son rôle de dégradation dans les systèmes TA de type I a été démontré pour le cas de hok/Sok (Gerdes 

et al., 1992) bsrG/SR4 (Jahn et al., 2012) et txpA/RatA (Durand et al., 2012b). Cependant la RNAse III 

est nécessaire seulement dans les cas où le mécanisme d’inhibition repose exclusivement sur une 

dégradation du complexe pour abolir la toxicité car dans les systèmes TA comme tisB/IstR1 (Wagner 



 
17 

 

and Unoson, 2012), symE/SymR (Kawano et al., 2007), elle ne sert qu’à dégrader le duplexe a posteriori 

qui est dans tous les cas non traductible. Elle est essentiel pour le cas cité précédemment de txpA/RatA 

dont la liaison RatA avec l’ARNm de TxpA n’entraine pas de changement structural qui permettrait une 

inhibition de la traduction (Durand et al., 2012b) alors que bsrG/SR4 repose aussi sur une stratégie 

d’inhibition de la traduction en plus de la dégradation et est donc non nécessaire (Jahn et al., 2012). 

Dans certain cas la dualité ARNm toxine et ARNnc antitoxine n’est pas suffisante pour permettre 

l’interaction et l’inhibition de la traduction ou la promotion de la dégradation. Le système ralR/RalA 

requiert la présence de la protéine chaperonne Hfq pour sa fonction (Guo et al., 2014). Ceci peut être 

dépendant du fait que la séquence complémentaire entre ARNnc et ARNm est longue de seulement 16 

nucléotides. A haute concentration l’antitoxine RalA se lie avec la protéine chaperonne Hfq, cependant 

l’action de ce complexe est inconnue sur une éventuelle dégradation ou inhibition de la traduction de 

l’ARNm de la toxine (Guo et al., 2014). L’utilisation de protéine chaperonne n’est présente que dans le 

seul système ralR/RalA pour les cas de systèmes type I, cependant pour le cas des systèmes type II 

l’utilisation de chaperonne fut démontré dans les systèmes Toxine Antitoxine Chaperonne (TAC) 

(Bordes et al., 2011). 

1.2.1.2 Mode d’inhibition par les propriétés intrinsèques de l’ARNm 
L’inhibition par l’antitoxine n’est réalisée que sur un ARNm traductible ou actif, les systèmes TA n’étant 

pas tout le temps mécaniquement actif, des mécanismes additionnels existent pour une régulation plus 

fine de l’expression de la toxine. Toutes les stratégies de cette régulation reposent sur les capacités de 

structuration multiple de l’ARNm par ses propriétés liées à la séquence nucléotidiqiue.  

Lorsque l’antitoxine se lie côté 5’ de l’ARNm, cas des bactéries Gram négatives, un repliement de 

l’ARNm 3’ 5’ permet de bloquer la traduction et une étape de maturation par des RNAses est nécessaire 

à le rendre traductible. Dans le cas de hok/Sok le premier ARNm transcrit de 398 nt est inactif car non 

traductible par séquestration de la séquence SD de Mok dans une région double brin. L’élément 3’ fbi, 

pour fold back inhibition element, se replie avec la partie 5’ de l’ARNm. Cet ARNm long est dégradé 

par les 3’ 5’ exonuclease RNAse II et PNPase en une version plus courte de 361 nt qui elle est active 

car traductible. Autant l’antitoxine Sok ne pouvait pas interagir avec l’ARNm long autant son interaction 

et rapide et efficace avec cette version active de l’ARNm (Thisted et al., 1995). De façon similaire on 

retrouve ce mécanisme d’auto inhibition dans le système tisB/IstR1 (Vogel et al., 2004) (Darfeuille et 

al., 2007). Le transcrit premier notée +1 n’est pas traductible, il a besoin d’une maturation côté 5’ pour 

donner une version traductible notée +42. La différence entre ces deux versions repose sur le fait que le 

site d’attente du ribosome est libre dans la version +42 alors qu’il est dans une région appareillé dans la 

version +1. Une fois ce site libéré l’antitoxine est capable de rentrer en compétition avec le ribosome 

pour l’accès à ce site, et cette interaction très rapide d’IstR1 inhibe l’action du ribosome. La dégradation 

de ce complexe bloqué par la RNAse III donne un ARNm plus court notée +106 qui bien que possédant 
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encore la séquence SD n’est pas traductible car le site d’attente du ribosome est lui dorénavant absent 

et empêche la libération de la séquence SD prise dans une région double brin Figure 7. 

 

Figure 7 ARNm de la toxine chez les bactéries Gram négatives. Les éléments toxines sont représentés 
en bleu et les éléments antitoxines en rouge. Les boites grises représentent les séquences SD Les flèches 
vertes symbolise la dégradation par la RNAse III. (A) Repliement 5’3’ chez l’ARNm hok par le fbi qui 
rend l’ARNm non traductible ou inactif. La dégradation par la RNAse II et la PNPase rend l’ARNm 
actif  (B) Repliement de la tige boucle 5’séquestrant le Site d’Attente du Ribosome (SAR) qui rend 
l’ARNm inactif +1.Une RNAse inconnue rend l’ARNm actif dans sa forme +42. Adapté depuis (Brantl 
and Jahn, 2015) 

Dans le cas de la bactérie Gram positive B. subtilis, l’interaction de l’antitoxine se fait côté 3’ de 

l’ARNm de la toxine. Il est donc vital que l’ARNm soit traduit complètement jusqu’à ce côté 3’ pour 

permettre une action de l’antitoxine avant une éventuelle traduction. La stratégie adoptée ici reposerait 

sur des ralentisseurs de traduction. La séquence SD est séquestré dans une tige boucle qui empêche toute 

traduction efficace (Durand et al., 2012c). Cette tige de 4 à 5 paires de base est suffisantes pour inhiber 

la traduction in vitro pour le cas de l’ARNm de BsrG, mais une traduction in vivo est cependant possible 

suggérant que cette traduction est toujours possible mais moins efficace car aucune maturation n’a été 

observé dans les systèmes chez Bacillus. subtilis (Jahn and Brantl, 2013). De plus pour les ARNm txpA 

et yonT pour lesquelles la présence d’une séquence SD de 11 paires de base et parfaitement 

complémentaire à la séquence anti SD sur l’ARNr 16S, permet de bloquer le ribosome dans cet état. Le 

ribosome étant ralentit dans son initiation de traduction par les interactions fortes SD ARNm et anti SD 

du 16S, ceci donnant le temps nécessaire à la transcription complète de l’ARNm. Le système fst/RNAII 

chez Enterrococus faecalis présente aussi une séquence SD séquestré dans une région double brin et 

ceci servirai à éviter que la traduction soit réalisable tant que l’ARNm pleine taille avec le terminateur 

soit transcrit. La boucle du terminateur en 3’ étant l’initiateur de l’interaction avec l’antitoxine RNAII 

(Shokeen et al., 2008).  

La transcription d’un ARNm actif doit être réalisée sans qu’il ne soit traduit pour permettre au système 

de fonctionner. La traduction du peptide ne doit pas se faire en amont de l’étape de discrimination par 

l’antitoxine. Dans certains cas comme les ARNm dinQ, yonT et fst le codon d’initiation de la traduction 

est de plus un codon non canonique de type AUG mais à la place un codon type GUG. Ceci pourrait 

aussi participer à réduire l’efficacité de traduction car peu utilisé en règle général (Rocha et al., 1999). 
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Ces deux stratégies que nous venons de voir, permettent la transcription préservée d’un ARNm qui est 

non traductible et évite ainsi une toxicité précoce qui serait délétère pour l’organisme et absolument non 

régulable. 
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Figure 8 Tableau de classification des systèmes TA de type I étudiés. 
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1.2.2 Les mécanismes d’actions des toxines de type I 

1.2.2.1 Les toxines de type I à activité ribonucléase 
Seul deux des toxines de type I sont des ribonucléases à savoir SymE et RalR. SymE est une protéine 

de 113 acides aminés du système symE/SymR d’Escherichia coli qui possède une activité RNAses. Elle 

présente des homologies avec la super famille des protéines AbrB qui se compose de facteurs de 

transcriptions protéiques mais aussi des antitoxines dans les systèmes de type II, tel MazE (Kawano et 

al., 2007). Cependant l’antitoxine de type II MazE ne présente pas d’activité ribonucléases, il s’agit de 

la toxine MazF qui présente cette activité. SymE présente cette homologie dans les propriétés de 

dégradation des ARN avec cette toxine MazF car elle dégrade aussi les ARNm et les ARNnc à 

l’exception de son antitoxine SymR. Une prédiction bio-informatique de sa structure révèle une 

structuration identique à l’antitoxine de type II MazE de la super famille des AbrB Figure 9. Une analyse 

comparative de la séquence révèle que SymE possède un enrichissement de résidus polaires dans une 

région prédite comme interagissant avec l’ARN, dont ceux-ci pourrait avoir un rôle dans leur clivage 

(Kawano et al., 2007). 

 

Figure 9 SymE dans la superfamille des AbrB. Modèles structuraux idéals prédits de la famille SymE 
et AbrB. Les structures sont représentées dans leurs formes dimères. Les résidus conservés seulement 
dans la famille des SymE sont notée en violet. Les résidus seulement conservés dans la famille des AbrB 
sont notée en vert. Adapté depuis (Kawano et al., 2007) 

RalR est la deuxième toxine connue à posséder une activité ribonucléase. A la différence de SymE cette 

activité est de type endoDNAse (Guo et al., 2014). L’expression de cette toxine inhibe la croissance 

d’Escherichia coli. Des test in vitro ont permis de déterminer que RalR est capable de dégrader l’ADN 

de manière similaire à la DNAse I qui est une endonucléase non spécifique de l’ADN. Des études ont 

aussi permis de déterminer les positions dans la séquence déterminantes pour son activité toxique 

DNAse ; la C14, T37, Y39, R49, N51 et K52. Le mutant K52Q n’est plus capable de cliver l’ADN (Guo 

et al., 2014).  
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1.2.2.2 Les toxines de type I avec une hélice alpha transmembranaire 
Les toxines de type I les plus classiques et les plus majoritaires sont des protéines hydrophobes de petite 

taille, souvent inférieur à 60 acides aminés. Ils présentent presque tous une hélice alpha 

transmembranaire prédite ou confirmée structurellement par Résonnance Magnétique Nucléaire pour la 

toxine Fst (Gobl et al., 2010) et SprA1 (Sayed et al., 2012b). Le mode d’action toxique de ces peptides 

n’est pas complètement connu, et les hypothèses sur leur effet reposent sur des hypothèses de similarité 

et/ou sont basées sur des informations indirectes. Dans la plupart des cas, une délétion de l’antitoxine 

ne résulte pas en un phénotype clair, rendant toute analyse de l’effet toxique difficile. La plupart des 

informations reposent sur des expériences de surexpression ectopique qui induisent la mort de la 

bactérie. De par la nature hydrophobe du peptide et leurs similarité avec des holins de phage (Wang et 

al., 2000) ou des peptides antimicrobiens (Zasloff, 2002) leur effet sur la membrane semble l’hypothèse 

la plus probable. De tous les mécanismes connu des toxines de type I sur la membrane, la 

dépolarisation/perméabilisation ou la baisse d’ATP intracellulaire semblent les plus représentées et 

démontrées pour nombre de toxines de tel, Hok, RelF, SrnB, PndA, Fst, IbsC, ShoB, TisB et DinQ 

(Gerdes et al., 1986a) (Ono et al., 1986) (Weaver et al., 2003) (Steinbrecher et al., 2012) (Weel-Sneve 

et al., 2013) (Verstraeten et al., 2015). Cependant d’autres mécanismes d’action des peptides à la 

membranes ne sont pas exclus, tel l’effet détergent, l’amincissement de la membrane, etc… bien connue 

chez les peptides antimicrobiens (Zasloff, 2002). De même, il a été démontré l’effet toxique de peptide 

transmembranaire par interactions avec des partenaires membranaires. Il s’agit du cas pour le peptide 

SidA qui interagit avec la protéine membranaire FtsW et induit un arrêt de division (Modell et al., 2011). 

D’autres effets incluant la membrane diffèrent des cas cités précédemment, tel BsrG du TA type I qui 

agit sur le complexe de synthèse de l’enveloppe et engendre une réponse au niveau de la membrane par 

invagination de celle -ci (Jahn et al., 2015). Les effets phénotypiques par surexpression bien qu’ambiguë 

peuvent être un indice de leur mécanisme d’action et ne doivent pas être écartées tant qu’un mécanisme 

direct n’est pas résolu. 

Les cassettes hok/Sok de Escherichia coli K12 semble être inactive sur le chromosome (Pedersen and 

Gerdes, 1999) et les expériences afin de déterminer le mécanisme d’action reposent sur une sur 

expression ectopique. Il a été démontré que Hok induisait la formation de cellule Ghost caractérisé par 

un condensat au pôle et un centre totalement clair qui induisait la mort de la bactérie. Ce mécanisme 

semble reposer sur des dommages lié à la membrane qui induirait une dépolarisation de celle-ci et un 

arrêt de la respiration (Gerdes et al., 1997). Récemment il a été démontré que HokB n’est pas inactif sur 

le chromosome et que celui-ci est activé via la voie Obg et la carence en acides aminés, ce qui résulterait 

à une dépolarisation de la membrane confirmant ainsi les expériences des décennies précédentes 

(Verstraeten et al., 2015). La dépolarisation de la membrane fut montrée à une échelle plus précise avec 

les toxines DinQ (Weel-Sneve et al., 2013) et surtout TisB (Steinbrecher et al., 2012). TisB interagit 

rapidement avec la membrane interne d’Escherichia coli et formerait un dimère antiparallèle qui 

impliquerait la formation d’un zipper d’acides aminées chargé résultant aux transferts de proton par pont 
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salin ou mécanismes de Grotthuss (Steinbrecher et al., 2012) Figure 10. La dépolarisation est 

probablement due à la formation de ce petit canal dont les mutations en alanine des acides aminée 

chargée du zipper résulte en un défaut d’activité (Gurnev et al., 2012). Ce concept de zipper chargé 

trouve son implication dans d’autre protéines membranaires et forme un nouveau motif d’étude de ceux-

ci (Walther et al., 2013) Figure 10.  

 

Figure 10 Le motif zipper chargé présent chez les protéines liées à la membrane. (A) En rouge les 
résidus à charge négative et en bleu les résidus à charge positive. Formation de structure oligomérique 
dans la membrane de protéine possédant ce motif. (B) Dynamique moléculaire sur le dimère 
antiparallèle de TisB inséré dans une membrane de POPC. Adapté depuis (Walther et al., 2013) 

Aucune preuve structurale directe n’est pour le moment disponible pour le mécanisme d’action des 

toxines de type I mis à part les expériences de dynamique moléculaire concernant TisB. Et toutes les 

toxines de type I ne présentent pas ce motif de zipper chargé, DinQ a montré qu’il dépolarise la 

membrane et possède ce motif alors que ZorO possède potentiellement ce motif mais il n’a pas été 

démontré qu’il dépolarise la membrane. La majeure partie des autres toxines de type I présentent des 

acides aminés hydrophobes dans leur partie transmembranaires avec quelques acides aminés polaires 

comme la Sérine et la Thréonine mais aucunes charges. C’est le cas de HokB qui bien que présentant 

une dépolarisation de la membrane, il ne possède aucune charge dans sa partie transmembranaires. La 

dépolarisation membranaire par la toxine HokB peut être directe comme dans l’hypothèse de TisB ou 

indirecte. Dans ce cas, la dépolarisation pourrait être liée à des éléments qui interagissent avec HokB ou 

un effet secondaire d’une toxicité qui impliquerait un tout autre processus.  

La dépolarisation de la membrane par les toxines de type I n’est pas le seul effet visible dans l’étude de 

la toxicité sur les bactéries. De nombreux effets ont été rapportés en complément de cette dépolarisation 



 
24 

 

ou baisse d’ATP lié, ou même sans que celle-ci soit visible. La sur expression de la toxine LdrD chez 

Escherichia coli entraine une condensation ou compaction du nucléoide et une inhibition de la traduction 

(Kawano et al., 2002). Ce n’est que récemment que la baisse de concentration d’ATP a été pointé par 

une localisation dans la membranaire interne bien que le lien entre ces deux évènement soit une 

hypothèse (Yamaguchi et al., 2014).Il est difficile de savoir lequel de ces deux effets précède l’autre ; 

condensation de l’ADN et baisse d’ATP ou baisse d’ATP et condensation de l’ADN. La surexpression 

de Fst chez Enterrococcus faecalis résulte aussi en une condensation du nucléoide, de plus le septa de 

division est altéré ce qui aboutit à ce qu’une des deux cellules filles est dépourvue d’ADN. La 

perméabilisation membranaire observée est considérée comme un effet secondaire de cette mauvaise 

division (Patel and Weaver, 2006). La toxicité de Fst se retrouve chez d’autres bactéries et une 

élongation des cellules est visible chez Escherichia coli synonyme d’un arrêt de division. SprA1 membre 

de la famille Ldr/Fst (Fozo et al., 2010) est aussi capable d’être toxique sur d’autres bactéries que son 

hôte et de plus une partie est retrouvée dans le milieu extracellulaire aidant la bactérie dans une 

compétition avec des rivales (Sayed et al., 2012a). Sa toxicité est marqué par la formation de pores dans 

la membrane des bactéries (Solecki et al., 2015). Récemment une troisième hypothèse pour la toxine 

Fst impliquant des partenaires a été mis en évidence, à savoir qu’elle induit une augmentation de 

l’expression de pompes membranaires car des mutants rpoC, qui n’induisent pas ces pompes, ou le 

blocage chimique des pompes, révèlent une non toxicité suite à la surexpression de Fst (Brinkman et al., 

2013). Cet effet membranaire sans dépolarisation directe se retrouve dans un autre système de bactérie 

Gram positive avec la toxine BsrG de B. subtilis. L’analyse de la toxicité révèle que le potentiel de 

membrane reste intact, de même que les niveaux d’ATP. Par contre, BsrG agit sur la machinerie de 

synthèse de l’enveloppe cellulaire ce qui déclenche une délocalisation de celle-ci et une invagination de 

la membrane (Jahn et al., 2015). Il s’agit du premier cas de toxine de type I qui n’entraine pas une 

perméabilisation de la membrane ou de variation sur l’ATP intracellulaire. Cependant l’hypothèse 

d’interaction avec la membrane ou des éléments de membrane semble être une constante dans l’activité 

des toxines de type I, excepté SymE et RalR. 
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Figure 11 Classification des toxines de type I connues. Sont représentées les toxines de type I ayant 
un potentiel domaine transmembranaire désigné par un lettrage rouge.  
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Cependant tous ces effet in vivo sont observées suite à une surexpression et ne sont peut-être pas 

pertinent sur les réels effets biologiques des toxines de type I. Ceci se traduit par une abondance 

d’hypothèse quant au mécanisme d’action, car la difficulté à étudier ces systèmes in vivo à faible 

concentration n’aboutit pas toujours à un phénotype remarquable pouvant comprendre l’effet direct de 

la toxine. La plupart des études pointe des effets qui peuvent être directement ou indirectement dues à 

la toxine Le passage à des expériences in vitro élimine toutes les hypothèses sur l’éventualité de 

partenaires non connues ou l’implication des toxines dans un mécanisme globale et ne se limite qu’à des 

études sur des membranes artificielles qui ne représentent pas la richesse des membranes biologiques. 

Cependant des études globales sur les rôles des systèmes permettent d’aiguiller les recherches vers tel 

ou tel voies.  
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1.2.3 Rôles des systèmes Toxine Antitoxine de type I 
Le rôle des systèmes TA de type I est controversé et rencontre les même interrogations que pour les 

systèmes TA en général à savoir la dualité lorsqu’ils sont présent sur des éléments génétique mobiles ou 

sur le chromosome. Les systèmes présents sur les plasmides sont considérés comme des systèmes de 

partition type PSK. Cette idée est la plus présente et les propositions, type compétitions ou autres sont 

considérés comme annexes (Brantl and Jahn, 2015). La différence de stabilité entre l’antitoxine ARNnc 

et l’ARNm de la toxine permet de comprendre la mort des bactéries dépourvue du plasmide après 

division et incapable de tamponner les ARNm des toxines par un pool neuf d’ARNnc antitoxine. Cette 

hypothèse a été vérifié d’abord chez hok/Sok du plasmide R1 de Escherichia coli (Gerdes and Wagner, 

2007) et plus tard avec fst/RNAII du plasmide pAD1 chez Enterococcus faecalis (Weaver, 2015) Figure 

12.  

 

Figure 12 Rôles des systèmes TA type I : PSK et Addiction. Les barres noires et blanches marquent les 
positions -35 et -10 des promoteurs. Les éléments toxines sont représentés en bleu et les éléments 
antitoxines en rouge. Le plasmide est représenté en vert. Les boites grises représentent les séquences 
SD. La perte de plasmide qui suit une division bactérienne entraine la perte de l’expression constitutive 
de l’antitoxine sok présent sur le plamside R1. Ceci entraine la traduction de l’ARNm hok et l’activation 
de la toxine qui induit une perte du potentiel de membrane. En phase tardive de toxicité, la bactérie 
adopte un phénotype de cellule Ghost signe d’une mort par phénomène de PSK. Le phénomène 
d’addiction se traduit lui par la création de cette addiction suite à la conjugaison avec une bactérie ne 
possédant pas le système TA. Adapté depuis (Brantl and Jahn, 2015) 

Le rôle des systèmes chromosomique est plus difficile à déterminer sans ambiguïté et pour le moment 

l’hypothèse la plus aboutit actuellement tient sur leur implication dans le phénotype de persistance 

similaire au rôle proposé pour les systèmes de type II (Maisonneuve et al., 2013). La persistance étant 

un phénotype de dormance permettant à la bactérie au sein d’une population et pour un temps d’être 

insensible à différents stress incluant les traitements antibiotiques ou les carences en nutriments. Aucune 

modification dans la base génétique n’est nécessaire et le retour à l’état actif replace une bactérie 

identique génétiquement à l’état précédant le stress. Le mécanisme par lequel cette persistance est 



 
28 

 

enclenché, ou comment elle fonctionne est en grande partie inconnue (Balaban et al., 2013). 

L’implication de système TA type I dans la persistance fut démontré pour deux d’entre eux. Le système 

tisb/IstR1 et le système hokB/Sok. Le système TisB est sous contrôle d’une boite LexA et 

l’enclenchement de la réponse SOS induit celui-ci et ceci se traduit par une augmentation du nombre de 

bactéries persistantes dans la population soumise à l’antibiotique ciprofloxacine. De plus, la délétion de 

la cassette entraine une chute de cette fraction de population persistante (Dorr et al., 2010) Figure 13. 

Le système chromosomique hokB/SokB chez Escherichia coli, longtemps considéré inactif comme ces 

homologues hok/Sok (A,C,D,E,F et G) a montré une activation dans un processus globale via la protéine 

Obg qui induit la persistance d’une sous population. La persistance médié par la voie Obg nécessite la 

présence de l’alarmone (p)ppGpp, qui joue alors sur la transcription de hokB et seulement hokB parmi 

tous les hok chromosomique. L’augmentation de l’activité d’Obg induit l’expression de HokB qui 

aboutit à une perte du potentiel de membrane et donc à un état de dormance Figure 13. Il est intéressant 

de noter que hokB est le seul à être exprimé malgré le fait que l’alarmone (p)ppGpp est un inhibiteur de 

l’ARN polymérase (Zuo et al., 2013) ce qui déplète le pool de toute les antitoxine Sok des systèmes 

présent. Ceci suggère que l’arrangement génétique du système HokB se retrouve dans une région du 

chromosome lui permettant d’être impliqué dans cette voie Obg à la différence des autres systèmes 

hok/Sok. Récemment le système fst-Sm/SrSm un homologue chromosomique de fst/RNAII chez 

Streptococcus mutans a aussi montré une potentielle implication dans la persistance (Koyanagi and 

Levesque, 2013) cependant lorsque le locus de ce système se retrouve placé artificiellement sur un 

plasmide la population de persisteurs diminue. L’importance du contexte chromosomique est semble-t-

il important dans les équilibres toxine antitoxine ce qui jouent directement sur le rôle du système.  

 

Figure 13 Rôles des systèmes TA type I chromosomique. Les barres noires et blanches marquent les 
positions -35 et -10 des promoteurs. Les éléments toxines sont représentés en bleu et les éléments 
antitoxines en rouge. Les boites grises représentent les séquences SD. L’activation de la réponse SOS 
permet la traduction du peptide TisB. La dimérisation de celui-ci et sa localisation membranaire 
entraine une baisse du potentiel de membrane et un arrêt physiologique. Ceci est permis car le système 
TA est ici sous contrôle de la boite LexA. Dans le cas du système hokB/SokB celui-ci répond au stress 
par la voie Obg et entraine à son tour une baisse du potentiel de membrane suite à l’action de la toxine. 
Adapté depuis (Brantl and Jahn, 2015) 



 
29 

 

La présence de ces systèmes à des endroits précis du chromosome est une source d’information quant à 

leur rôle et leur fonction. Le système tisB/IstR1 et symE/SymR sont directement insérés proche de boite 

LexA, ceci contraint l’expression des toxines à la réponse SOS dans un mécanisme qui les libèrent en 

un sens de la régulation par l’antitoxine. Leur fonction ne peut donc être la mort de la bactérie en final, 

ce qui nous renvoie aux études des mécanismes d’actions des toxines et à leurs effets délétères en 

surexpression. L’équilibre toxine-antitoxine sur les éléments génétiques mobiles (EGM) ou sur le 

chromosome n’est pas le même suggérant un rôle différent, étant donné l’importance de cette équilibre 

dans la régulation. Cependant chez Bacillus subtilis bon nombre de système chromosomique se retrouve 

localisé sur des régions prophage ou type prophage suggérant que cette fois, bien que chromosomique, 

leur rôle reste identique au PSK pour la stabilité de ces éléments. Par exemple le système txpA/RatA est 

impliqué dans le maintien de l’élément skin qui est excisé du chromosome par un réarrangement 

génétique nécessaire durant la sporulation (Durand et al., 2012c). Chez Bacillus subtilis ce rôle de PSK 

chromosomique est à mettre en balance avec le fait que tous les systèmes chromosomiques sont sous le 

contrôle de promoteur σA et donc la transcription dépend selon tel ou tel condition. L’identification 

d’activateur de transcription qui perturberait cet équilibre toxine-antitoxine donnerait des informations 

importantes sur le rôle et le mécanisme des systèmes TA de type I chez cet organisme. Le contexte 

génétique des cassettes TA de type I semble être important car ce contexte joue sur l’équilibre des acteurs 

du système. Sur les éléments génétiques mobiles, le rôle PSK semble correspondre parfaitement à la 

dualité des propriétés de stabilité du système et en la fonction de mort. Le système étant autonome 

génétiquement et ne jouant que sur sa conservation. Cependant au niveau chromosomique le contexte 

génétique peut faire varier cet équilibre, le cas des systèmes sous contrôle LexA montre que la régulation 

peut se faire à un autre niveau que juste avec l’antitoxine, de même que avec HokB et la voie Obg. Cette 

libération par la régulation exclusive de l’antitoxine rend le système dépendant de conditions précises 

et la fonction devient tout autre qu’induire une mort.  
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1.3 Le système aapA1/IsoA1 ; objectif d’étude 
L’étude du transcriptome de la bactérie Gram négative Helicobacter pylori 26695 a ouvert sur de 

grandes découvertes quant aux régulations génétiques par des ARNnc (Sharma et al., 2010). Parmi 

celles-ci, la découverte d’une famille d’ARNnc de 80 nucléotides structurellement homologue se 

retrouve en antisense d’un cadre ouvert de lecture d’un peptide de 30 acides aminés conservés dans 

plusieurs souches. Cette famille est nommée IsoA pour RNA inhibitor of small ORF family A et le cadre 

ouvert de lecture est nommé aapA pour antisense RNA-associated peptide family A. Des essais de 

traduction in vitro ont permis de déterminer que les ARNm aapA sont traductibles en peptide et que 

cette traduction est spécifiquement inhiber en présence de l’ARNnc IsoA qui leur sont propres. Les 

peptides AapA sont des peptides de 3,5kDa pouvant supposément agir au niveau de la membrane étant 

donné leur hydrophobicité dans leur partie prédite comme se structurant en hélice alpha. L’arrangement 

génétique convergent des éléments isoA et aapA et cette caractéristique de régulation cis-antisense font 

de ces cassettes des potentiels systèmes TA de type I Figure 14. De plus, la présente de modules 

homologues notée aapC/IsoC similaire à la famille des systèmes Ibs révèlent que Helicobacter pylori 

26695 possèderait des systèmes TA acquis par transfert génétique horizontale. Dans cette étude nous 

présenterons l’appartenance du système aapA1/IsoA1 à la famille des systèmes TA de type I. Une étude 

préalablement commencé par l’équipe du Dr Fabien Darfeuille sur les mécanismes de fonctionnement 

des éléments ARNnc antitoxine IsoA et de l’ARNm aapA permettra de comprendre comment cette 

inhibition de la toxine par l’antitoxine se réalise. De plus la structuration de l’ARNm servira de base à 

la compréhension des systèmes TA en général et à la recherche de systèmes homologues chez d’autres 

organismes. Les résultats accumulés au niveau transcriptionnel permettront d’enrichir le savoir tant sur 

la mécanistique de fonctionnement des systèmes de type I que l’évolution de ceux-ci dans le règne 

procaryote. Une approche d’étude structurale sur la toxine elle-même sera effectuée avec le Dr Gilmar 

Salgado et le Dr Alexander Nevzorov afin de mieux comprendre les mécanismes d’action de ce peptide. 

Nous nous proposons ici de fournir les caractéristiques essentielles du premier système TA décrit chez 

Helicobacter pylori. 
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Figure 14 Potentielle nouvelle famille TA type I aapA/IsoA. (A) Localisation génomique des systèmes 
aapA/IsoA chez Helicobacter pylori 26695. En rouge l’élément ARNnc antitoxine et en bleu l’élément 
toxine. (B) Analyse des transcrits aapA et IsoA par Northern Blot sur bactérie en milieux de phase 
logarithmique (ML) en stress acide (AS), en culture dans des flasques (PL) avec des cellules gastriques 
(AGS) ou du foie (Huh7). (C) Autoradiogramme séparés par gel des traductions in vitro des ARNm 
aapA1 et aapA3 seul (-) ou en présence de l’ARNnc IsoA1 ou IsoA3. La séquence des peptides AapA1 
et AapA3 est présenté avec dans le cadre rouge la prédiction du domaine en hélice alpha. Adapté depuis 
(Sharma et al., 2010)  
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2 Chapitre 1 : Structuration de l’ARNm AapA1 

(Article 1) 
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ABSTRACT  

Type I toxin-antitoxin (TA) systems have been identified in a wide range of bacterial genomes. Here, 

we report the characterization of a new type I TA system present on the chromosome of the major human 

gastric pathogen, Helicobacter pylori. We show that the aapA1 gene encodes a 30 amino acid peptide 

whose artificial expression in H. pylori induces cell death. The synthesis of this toxin is prevented by 

the transcription of an antitoxin RNA, named IsoA1, expressed on the opposite strand of the toxin gene. 

We further reveal additional layers of post-transcriptional regulation that control toxin expression: (i) 

transcription of the aapA1 gene generates a full-length transcript whose folding impedes translation (ii) 

a 3’-end processing of this message generates a shorter transcript that, after a structural rearrangement, 

becomes translatable (iii) but this rearrangement also leads to the formation of two stem-loop structures 

allowing formation of an extended duplex with IsoA1 via kissing-loop interactions. This interaction 

ensures both the translation inhibition of the AapA1 active message and its rapid degradation by RNase 

III, thus preventing toxin synthesis under normal growth conditions. Finally, a search for homologous 

mRNA structures identifies similar TA systems in a large number of Helicobacter and Campylobacter 

genomes.  
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Introduction 

The bacterial pathogen Helicobacter pylori is the etiologic agent of chronic gastritis and peptic 

ulcers and plays a major role in the genesis of gastric cancer (1). About half of the human population is 

infected by this bacterium, which is responsible for about 700,000 deaths worldwide every year (2). To 

chronically survive and multiply in the human stomach, H. pylori has developed original strategies to 

modulate its gene expression in response to various stresses. Among them, riboregulation has emerged 

as a major level of regulation in bacteria and was proposed to play an important role in the adaptive 

response of H. pylori (3). However apart from housekeeping RNAs, transfer-messenger RNA (tmRNA), 

signal recognition particle RNA (SRP) and M1 RNA (RNase P), none of the enterobacterial sRNAs are 

conserved at the sequence level in this bacterium. A combination of bioinformatics and genome wide 

RNA-seq analysis allowed us to characterize the H. pylori transcriptome and to reveal the existence of 

more than 60 new small non-coding RNAs (sRNA) in H. pylori strain 26695 (4). RepG (regulator of 

polymeric G repeats) was identified as the first example of a trans-acting sRNA in H. pylori, repressing 

the expression of TlpB, a chemotaxis receptor (5). Although several of the RNA-seq-identified sRNAs 

in H. pylori are putative regulators, their mechanisms and functions are still unknown. 

Among the sRNA with the highest level of expression in H. pylori strain 26695 was an intriguing family 

of six homologous cis-encoded antisense RNAs (named IsoA1 to IsoA6) that are expressed on the 

opposite strand of a novel class of small mRNAs (5). Using in vitro translation, we previously showed 

that each of the small mRNA of the A family expresses a short peptide (30 amino acids), designated 

AapA (Antisense-associated peptide family A). We also showed that the AapA and IsoA transcripts are 

both constitutively expressed in vivo, defining a small expression module, repeated many times at six 

different chromosomal loci (I to VI) (4). In vitro translation of AapA1 and AapA3 mRNAs demonstrated 

that the translation of each peptide was specifically inhibited by its cognate IsoA1 or IsoA3 antisense 

RNA. Due to the gene organisation of these loci, it was hypothesized that these expression modules 

might constitute a new family of chromosomally encoded type I toxin-antitoxin (TA) systems.  Indeed 

TAs systems are categorized into six types based on their genetic organization and the nature of the 

antitoxin (for reviews see (6, 7)). In the type I, the toxin is downregulated by base-pairing of the antitoxin 

sRNA with the stable mRNA of the toxin (8).  These systems were initially discovered on plasmids, 

where they played a key role in their stabilization during bacterial cell division, a phenomenon also 

known as post-segregational killing (9). When present on the chromosome, the identification of their 

function is less intuitive. For a few of them, they have been reported to play important roles in adaptive 

responses to stress, including phenomena such as bacterial persistence (for review see (10)).. .  

In the present study, we characterize the aapA1/IsoA1 locus of H. pylori and demonstrate that it belongs 

to a new family of type I TA system. By using an artificial expression system, we show that the aapA1 

gene encodes a small peptide whose expression leads to toxicity. The synthesis of the toxin is prevented 

by IsoA1 sRNA which thus acts as an antitoxin. Surprisingly, the use of rifampicin during RNA decay 
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measurements reveals the existence of a transcript generated from a 3’ processing of the highly stable 

AapA1 full-length (FL) mRNA. By using in vitro translation assays and footprinting experiments, we 

further demonstrate that, in contrast to the FL mRNA, the shorter AapA1 mRNA can be translated due 

to a structural rearrangement of the 5’ untranslated region (UTR). This truncated transcript binds IsoA1, 

creating an extended duplex that prevents ribosome binding and that is targeted for degradation by 

RNase III. This degradation prevents the accumulation of the active message, and, together with the 

particular base-pairing of the FL mRNA allow H. pylori growth despite the presence of a toxic gene in 

its genome. Finally, we took advantage of the strong conservation of the mRNA folding properties of 

this new TA system to identify many homologs in other Helicobacter and Campylobacter species. 

Interestingly, they are not only present on the chromosome but also associated with mobile genetic 

elements (MGE) such as plasmid, prophages and integrative and conjugative elements (ICE).  
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Material and Methods 

Molecular techniques  

Molecular biology experiments were performed according to standard procedures and the supplier 

(NEB) recommendations. QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep 

Kit (Thermo Fisher Scientific) and QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) were used for plasmids 

preparations and H. pylori genomic DNA extractions, respectively. PCR were performed either with 

Taq Core DNA polymerase (MP Biomedicals), or with Phusion Hot Start DNA polymerase (Finnzymes) 

when the product required high fidelity polymerase.  

 

H. pylori strains and culture conditions 

The H. pylori strains used in this study were 26695 (11) B128 (12, 13)and X47-2AL (14). Strains 

were grown on Columbia agar plates supplemented with 7% horse blood and Dent selective supplement 

(Oxoid, Basingstoke, UK) for 24h to 48h depending on the strain. Liquid cultures were performed in 

brain-heart infusion (BHI) medium (Oxoid) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and Dent. 

H. pylori plates and liquid cultures were incubated at 37°C under microaerobic conditions (10% CO2, 

6% O2; 84% N2) using an Anoxomat (MART microbiology) atmosphere generator. For liquid cultures, 

bacteria harvested from plates were inoculated at an optical density at 600 nm of 0.05 (OD600 = 0.05) 
into 5 mL (tubes, shaking at 175 rpm) BHI medium supplemented with 10% FBS and Dent supplement. 

After 12 to 24h, pre-cultures were diluted to an OD600 of 0.05 into 25 mL (flasks, shaking at 125 rpm). 

Plasmids used for cloning were amplified in Escherichia coli strain JM109 , which was grown in Luria-

Bertani (LB) medium, supplemented either with kanamycin (50 μg.mL-1) or chloramphenicol (30 

μg.mL-1). For H. pylori mutant selection and culture, antibiotics were used at the following final 

concentrations 20 μg.mL-1 kanamycine (Sigma) and 8 µg.mL-1 chloramphenicol (Sigma). 

 

Construction of H. pylori mutant strains  

Chromosomal mutants of H. pylori were obtained by natural transformation as previously described 

(15). The ΔaapA1/IsoA1, Δrnc, aapA1Δ-10 box mutants and X47-2AL aapA126695 or aapA1B128 

complementation strains were constructed by homologous recombination using a PCR cassette carrying 

an antibiotic resistance gene (aphA-3 or catGC gene conferring kanamycin or chloramphenicol 

resistance, respectively), flanked by approximately 500 base-pairs (bp) regions upstream and 

downstream of the gene of interest, as previously described (16). For the aapA1/IsoA1 deletion, the 

region between nt 1245653 to 1245866 (encompassing the Shine-Dalgarno (SD) sequence and the ATG 

and TAG codons) was removed, placing aphA-3 (from its own SD to its own stop codon) under the 

control of the aapA1 promoter and upstream of a transcriptional terminator (Fig. S7). The B128 and 

X47-2AL Δrnc strains were constructed by replacing the rnc ORF (from the ATG to 24 nt before its 

stop codon) by the aphA-3 gene amplified from its own ATG to its own TAG (Fig. S10). The aapA1Δ-
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10 box mutant was constructed by removing the two last nt of the aapA1 -10 box sequence (TAAAAT) 

(Fig. S8). To construct the X47-2AL aapA126695/ aapA1B128 complementation strains, (nt 1245624 to 

1245986 for 26695 strain and 287085 to 286691 for B128 strain) the aapA1 locus with its own promoter 

(either from strain 26695 or B128) was fused to the catGC resistance gene and inserted into the rdxA 

locus of the X47-2AL strain. RdxA is a non-essential gene routinely used for complementation in H. 

pylori (17). The X47-2AL has a non-homologous copy of the aapA1/IsoA1 module (Fig. S9). The 

genomic DNA of H. pylori strain 26695, B128, P12 repG::aphA-3 (18), and the vectors pUC18K2 

(kanamycin resistance gene) and pILL2150 (chloramphenicol resistance gene) were used as template 

for all PCR amplifications (see plasmids and primers list, Table S2 and S3 respectively).  

Plasmids constructions 

Three plasmids (Fig. 2A) carrying different isoforms of the aapA1/IsoA1 locus (from the start codon 

to the 3’ UTR) were generated for this study. The pA1-IsoA1 plasmid contains the wild-type 

aapA1/IsoA1 sequence; the pA1 plasmid carries two mutations that inactivate the isoA1 promoter 

without changing the coding sequence of the peptide and pA1* is a derivative of pA1 containing an 

additional mutation in the start codon of AapA1 (ATG -> ATT). The pA1-IsoA1 and pA1 plasmids were 

obtained by PCR amplification of genomic DNA from the 26695 strain, with primers FD213/FD180 

and FD212/FD180, respectively. These products were cloned into pILL2157bis (19) between the NdeI 

and BamHI restriction sites (Table S2). The pA1* plasmid was obtained by site-directed mutagenesis of 

the pA1 plasmid using primers FD608/FD609. The resulting plasmids were introduced into H. pylori 

strain B128 by mobilization, as described in Backert et al (20). 

 

Total RNA extraction  

For RNA extraction, bacterial growth was stopped at the desired OD600 by adding 1.25 mL cold 

stop solution (95% ethanol, 5% acidic phenol) to 10 mL of culture which was placed on ice. Cells were 

then centrifuged for 10 min at 3,500 rpm at 4°C, and the pellets were stored at -80°C. Cell pellets were 

resuspended in 600μl lysis solution (20mM NaAc pH 5.2, 0.5% SDS, 1mM EDTA) and added to 600µl 

hot acidic phenol. After incubation for 6-10 min at 65°C, the mixture was centrifuged for 10 min at 

13000 rpm at room temperature. The aqueous phase was transferred to a phase locked gel tube 

(Eppendorf) with an equal volume of chloroform and centrifuged 10 min at 13000 rpm at room 

temperature. Total RNA was then precipitated from the aqueous phase by adding 2.5 volumes of EtOH 

100% and 10% 3M NaOAc pH 5.2. For RNA half-life determinations, rifampicin (Sigma, prepared at 

34 mg.mL-1 in methanol) was added to the culture at a final concentration of 80µg.mL-1 and cells were 

harvested after 0, 2, 5, 10, 20, 30, 60, 120, and 240 minutes of incubation. A culture where rifampicin 

was replaced by the same volume of methanol served as a non-treated control. 

 

Northern Blot 
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For Northern blot analysis, 5 to 20 μg of total RNA were separated on a 8% polyacrylamide (PAA), 

7M urea, 1X Tris Borate EDTA (TBE) gel. RNA was transferred to a nylon membrane (HybondTM-N, 

GE Healthcare Life Science) by electroblotting in TBE 1X at 8V overnight. RNA was cross-linked to 

the membrane by UV irradiation and hybridized with 5’-labeled (γ32P) oligodeoxynucleotides (see Table 

S3) in a modified Church buffer (1 mM EDTA, 0.5 M NaPO4 pH 7.2, 7% SDS) overnight at 42°C. 

Membranes were washed two times 5 minutes in 2X SSC, 0.1% SDS, and revealed using a Pharos FX 

phosphorimager (Biorad). 

For riboprobes, a DNA template containing a T7 promoter sequence was amplified by PCR with primers 

FD671/FD672 from the 26695 strain genomic DNA as template. The AapA1 riboprobe was prepared as 

described in the Maxiscript Kit (Ambion) and purified on a Sephadex G50 column. Hybridization was 

performed in the modified Church buffer at 64°C and the membrane was washed 2 times 5 min in 2X 

SSC, 0.1%SDS at 64°C. 

In vitro transcription and translation assays 

For in vitro synthesis of the aapA and isoA RNAs, DNA templates were amplified from H. pylori 26695 

genomic DNA using primer pairs FD54/FD452 (AapA1_FL), FD54/FD55 (AapA1_Tr1), FD9 /FD15 

(IsoA1 wt), FD205/FD234 (IsoA1L1L2), each forward primer carrying a T7 promoter sequence (see SI 

Table S3). FD205/FD234 primers carry both three mutations resulting in the synthesis of the IsoA1L1L2 

RNA that contains three mutations in each loop. In vitro transcription was carried out using the 

MEGAscript® T7 Transcription Kit (Ambion #AM1334) according to the manufacturer’s protocol. 

After phenol:chloroform extraction followed by isopropanol precipitation, the RNA samples were 

desalted by gel filtration using a sephadex G-50 or G-25 (GE Healthcare) column, depending on the 

RNA size. For in vitro translation of the AapA1_FL and AapA1_Tr1 mRNAs, 0.05 to 1µg of RNA was 

added to the E. coli S30 kit (Promega, #L1030) as previously described (5).  

 

In vitro structure probing  

Both AapA1 transcripts were first dephosphorylated by the CIP alkaline phosphatase (NEB) and then 

labeled with 10 pmol with γ32P-ATP and T4 PNK enzyme (NEB). Labeled RNA was purified on an 

8% PAA containing 7M urea 1X TBE, eluted overnight at 4°C under shaking in 750µl elution buffer 

(0.1M NaOAc pH 5.2, 0.1% SDS). RNA was extracted by phenol:chloroform, desalted and concentrated 

by ethanol precipitation, pellets were resuspended in 50 µl H2O and stored at -20°C. Before use, each in 

vitro transcribed RNA was denatured by incubation at 90°C for 2 min in the absence of magnesium and 

salt, then chilled on ice for 1 min, followed by a renaturation step at room temperature for 15 min in 1X 

Structure Buffer (10mM Tris-HCl pH 7.0, 10mM MgCl2, 100 mM KCl). 

Structures probing analyses were performed as described previously (5, 21, 22), using 0.2 pmol of 

labeled AapA1 RNA. To determine the secondary structure of RNA, 1µl RNase T1 (0.01 U.μl-1; 

Ambion, #AM2283), 1µL RNase TA (0.005µg.mL-1; Ambion, #AM2275) and 1µl of RNase V1 
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(0.0005U.µl-1; Ambion, #AM2275)) were added to the labeled RNA and incubated in 1X Structure 

Buffer for 1 to 2 min at 37°C, for the native conditions (N). For the denaturing conditions (D), 1X 

Sequencing Buffer (20mM Sodium Citrate, pH 5.0, 1 mM EDTA, 7M Urea) was used, with the same 

RNase T1 concentration and 1µl of RNase TA (0.01U.µl-1) and incubation was performed at 37°Cfor 

5 min. We performed lead acetate (5mM final concentration) digestions on both aapA1_Tr1 and 

aapA1_FL in the absence or in the presence of a two- or ten-fold excess of wild-type or mutated IsoA1 

RNAs. All the reactions were stopped by adding 10 µl of 2X Loading Buffer (95% formamide, 18mM 

EDTA, Xylene Blue and Bromophenol Blue) and stored at -20°C. Cleaved fragments were then 

analyzed on an 8% denaturing PAA gel containing 7M urea and 1X TBE.  Gels were dried 45 min at 

80°C, and revealed using a Pharos FX phosphorimager (Biorad). 

 

 

Sequence conservation analysis  

A sequence similarity search for AapA mRNA homologs was carried out on the Helicobacter and 

Campylobacter genomes using the Geneious program on an iterative process (Geneious version 8.1.3 

http://www.geneious.com (23)). Genomes and plasmid sequences used are listed in Table S4. A 

sequence similarity with a threshold of 60 % was used as a first restraint with the H. pylori 26695 

aapA/IsoA nucleotide (nt) sequence (see Figure S12 for more details). Once identified, the secondary 

structure of the AapA and IsoA RNAs were analyzed via the RNA fold plugin (24) implemented in 

Geneious. Finally, each locus was manually inspected for the presence of a promoter for both aapA and 

IsoA RNAs, as well as the presence of a Shine-Dalgarno (SD) sequence upstream of the AapA ORF. 

Every new result was added to the query database and the process was completed when no new result 

was found (Fig. S12).  

  

http://www.geneious.com/
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Results 

The expression of AapA1 peptide is toxic to H. pylori  

In the present study, our first goal was to establish whether the aapA1/IsoA1 module located at the 

locus I of the H. pylori strain 26695 encodes a type I TA system (Fig. 1). Indeed, we previously reported 

that in vitro translation of the AapA1 mRNA leads to the synthesis of a small peptide of 30 amino acids 

whose expression is repressed in vitro by a small antisense RNA named IsoA1 (5). To this end, we 

cloned the coding sequence of this peptide into an E. coli / H. pylori shuttle vector (19) under the control 

of an IPTG-inducible promoter to generate plasmid pA1-IsoA1 (see Fig. S1 for details). Two mutated 

variants of this plasmid were also constructed. The first one carries two mutations in the IsoA1 antisense 

promoter (TATAAT -> TACAAG) that prevents the expression of the antisense RNA without changing 

the peptide sequence (pA1 plasmid). The second one contains an additional mutation in the AapA1 

mRNA start codon (ATG->ATT), which prevents the expression of the AapA1 peptide (plasmid pA1*) 

(Fig. 2A). Each plasmid was transformed into H. pylori B128 strain and the transcripts expressed from 

the different constructs were analyzed by Northern Blot (Fig. S1B). We confirmed the inducible 

expression of the AapA1 transcripts in presence of IPTG despite some leakiness of the promoter in 

absence of IPTG.  We also showed that the mutated isoA1 promoter is inactive, as shown by the absence 

of IsoA1 (Fig. S1B). 

 

 

Figure 1: Genetic organization of the aapA1/IsoA1 locus in the H. pylori 26695 strain. The open 
reading frame encoding the 30 amino acids peptide AapA1 (shown in black) and IsoA1 small RNA 
(shown in red) are transcribed from the intergenic region between the deoD gene (HP1178, purine 
nucleotide phosphorylase) and the omp27 gene (HP1177, outer membrane protein). Arrows indicate 
the respective transcriptional start sites of each major transcripts and grey and red bars their 
approximate length determined by RNA-seq analysis (Sharma et al., 2010). 

We next analyzed the effects of the AapA1 peptide expression on both growth rate (Fig. 2B) and cell 

viability (Fig. 2C). In the strain carrying plasmid pA1, induction of AapA1 expression caused an 

immediate growth arrest and a 104-fold decrease in cell number while the morphology and size of the 

colonies on plates were not altered (Fig. 2B and C). When IPTG was washed out from the cultures after 
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8 hours of induction, cells expressing AapA1 were not able to recover growth (data not shown). Thus, 

expression of AapA1 is strongly toxic and bactericidal, and the onset of toxicity is fast relative to the 

generation time of H. pylori (3.5h). Interestingly, this lethality was correlated with a dramatic 

degradation of the 23S and 16S ribosomal RNAs while the toxin-encoding mRNA was still present (Fig. 

2D and Fig. S1B). The toxicity was not observed in the strain carrying the pA1-IsoA1 plasmid, 

demonstrating that transcription of IsoA1 prevents the toxicity of AapA1 and thus indeed acts as an 

RNA antitoxin. In addition, the absence of toxicity of the pA1* plasmid (in which the translation of the 

AapA1 mRNA is abolished) demonstrates that the toxicity is specifically due to the AapA1 peptide 

expression and not to the AapA1-encoding mRNA.  
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Figure 2: Expression of the A1 peptide in B128 H. pylori strain induces cell growth arrest, decreases 
plating efficiency and promotes total RNA degradation. (A) The pA1-IsoA1 vector contains the wild-
type aapA1/IsoA1 module under the control of an IPTG inducible promoter. The pA1 vector carries the 
same module except that two point mutations have been introduced to inactivate the isoA1 promoter. 
The AapA1 initiation codon has been mutated in pA1*. The three vectors have been introduced by 
conjugation into H. pylori B128 strains deleted for the endogenous aapA1/IsoA1 cassette B) Growth 
curves of the three strains (pA1, pA1*, pA1-IsoA1) grown in presence (white) or absence of IPTG 
(black). C) Samples from cultures done in (B) were diluted and the number of colony-forming units 
(CFU) was determined after plating. D) AapA1 expression in B128 strain results in destabilization of 
rRNA. 1% agarose gels were used to analyze total RNA integrity (RNA samples are extracted after 8 
hours induction as shown in B and C). One microgram of total RNA was loaded/slot. The positions of 
23S and 16S rRNAs are indicated. 

Altogether these experiments demonstrate that the AapA1-isoA1 module functions like a type I TA 

system in which the expression of a toxic peptide is prevented by the expression of an RNA antitoxin. 

3’-processing of AapA1 mRNA triggers translation activation  

Type I TA systems are often characterized by a differential stability between the toxin-encoding 

mRNA and the antitoxin (25). To analyze the stability of both AapA1 and IsoA1 transcripts (Fig. 3A), 

cultures of H. pylori 26695 strain were treated with rifampicin to block transcription, and total RNA 

was extracted at different time points and analyzed by Northern Blot. An oligonucleotide probe (FD47) 

targeting the AapA1 coding region detected several species from 175 to 250 nucleotides (nt) (Fig. 3A, 
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left panel). A similar pattern of expression was confirmed with a riboprobe directed against the first 225 

nt of the mRNA (Fig. S2). None of these transcripts were detected in a strain deleted for the aapA1 

promoter (Fig. 3A right panel) showing that they are all produced from the same transcription start site 

at the position 1245705 (5). The strongest signal corresponds to the full-length (FL) transcript of 250 nt 

(designated AapA1_FL), which displays a very slow decay with a half-life longer than 4 hours. In 

contrast, the IsoA1 RNA has a relative short half-life of 30 minutes (Fig. 3A). Most interestingly, 120 

minutes after rifampicin addition, a transcript of around 225 nt appears. Since transcription is blocked, 

this transcript is the result of AapA1_FL processing and was consequently designated as AapA1_Tr1 

(for truncated) (Fig. 3A). Different probes targeting either the 5’ or 3’ end of the aapA1_FL revealed 

that the truncation occurs around 25 nt upstream of the 3’ end of the FL message (Fig. S3). Another 

transcript of 172 nt, named AapA1_Tr2 was detected with FD47 but not with FA115 and FA116 probes 

(corresponding to the 5’ and 3’ ends of AapA1) indicating that this transcript is the result of cleavages 

of the FL message at both ends. Another faint band corresponding to a transcript of approximately 200 

nt was detected. However, since it was not observed in other H. pylori strains tested with the riboprobe 

(Fig. S2), we did not explore it in the present study. During the course of the rifampicin experiment we 

observed that AapA1_Tr1 appears at the same time that IsoA1 disappears. Since AapA1 mRNA 

expression leads to toxicity when the antitoxin is absent (Fig. 2), we propose that AapA1_Tr1 is the 

active message. To test this hypothesis, the translatability of AapA1_FL and AapA1_Tr1 transcripts was 

assessed by in vitro translation assays (Fig. 3B). Whereas a very faint signal corresponding to AapA1 

peptide was observed with the FL transcript, a strong signal was detected with the Tr1 species (Fig. 3B). 

These results demonstrate that a 3’-end processing is required for a fully efficient translation of the 

AapA1 peptide. 

 

The SD sequence is accessible in the truncated mRNA and sequestered in the full-length transcript 

To investigate the reasons for the differential translation efficiency of the two AapA1 transcripts (FL 

and Tr1), we performed in vitro structure probing by combining chemical and enzymatic footprinting 

(Fig. 4). RNAstructure software 5.2 (24) was used to generate secondary structure predictions of both 

transcripts according to the experimental data obtained (see the structures Fig. 5). Lead cleavage showed 

a strong structural rearrangement of the 5’-UTR between the two transcripts. Indeed while the cleavage 

pattern of AapA1_FL (Fig. 4A, lane 7) fits very well with the formation of two internal loops (IL I and 

IL II, Fig. 5), this region folds as two apical loops (AL I and AL II, Fig. 5) connected by a 14nt linker 

in AapA1_Tr1 (Fig. 4B, lane 7). AapA1_FL folding involves a long distance interaction between the 5’ 

and 3’ ends of the transcript where the SD sequence is sequestered (Fig. 5). This structure prediction 

explains the high stability of the transcript (few single stranded nucleotides accessible to RNases) but 

also why it is poorly translated. On the contrary, the 3’-end truncation of AapA1_FL leads to an 

important structural rearrangement in the 5’ UTR in which the SD sequence becomes accessible to 

ribosomes (Fig. 5).  
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This structural analysis provides the basis for the much higher translation efficiency observed with 

the truncated form of the AapA1 transcript as compared to the full-length message.  

 

 

Figure 4: RNA decay measurements reveal a shorter mRNA fragment that is the only translated 
message in in vitro translation assays A) Both mRNA (AapA1 transcripts) and small RNA (IsoA1 RNA) 
half-life were determined for either 26695 H. pylori WT strain (left panel) or or an isogenic mutant 
deleted for AapA1 promoter (Δ-10 box, right panel). After rifampicin treatment during exponential 
phase, total RNA extracts of each strain were collected at several time points (as indicated on top of the 
gel) and subjected to Northern blot analysis and probed with various radioactively labeled 
oligonucleotides to detect either AapA1 mRNAs or IsoA1 small RNA. Arrows show the different 
transcripts detected by FD47 oligonucleotide as indicated (AapA1_FL, AapA1_Tr1 and AapA1_Tr2) as 
well as the ones detected by FD198 oligonucleotide (IsoA1_80 and truncated fragments around 30 
nucleotides). Co-migration of a radioactively labeled DNA marker (lane M) was used for size 
determination. Membranes were hybridized multiples times with several oligonucleotides and 
riboprobes (see supplementary section, Figure S1). Proper loading was assessed on agarose gel to 
check the integrity of ribosomal RNA (data not shown). Here is a Northern blot assays representative 
of more than three independent experiments with several biological replicates.(B) In vitro translations 
assays carried out in the presence of 35S methionine with increasing amount (as indicated on top of each 
lane) of in vitro synthesized mRNAs corresponding to either the full-length (AapA1_FL) or truncated 
transcript (AapA1_Tr1). Control lane (Ctrl) shows the translation background obtained without 
template in our S30 extract from E. coli. Here is a gel picture of a representative experiment out of three 
independent assays.  

The truncated AapA1 mRNA and IsoA1 RNAs interact via loop-loop interactions to form a full 

duplex  

To characterize the interaction between AapA_Tr1 and IsoA1 RNA, we performed lead probing on 

5’end-labeled AapA_Tr1 transcript in absence or presence of IsoA1 RNA (Fig. 4B, lanes 7, 8 and 10). 

A comparison of the cleavage patterns showed that a 2-fold excess of IsoA1 resulted in a complete 

protection of the mRNA region that is complementary to IsoA1 (Fig 4B, lane 8). Indeed, lead cleavage 

was strongly reduced in the 5’-UTR encompassing AL I, the 14 nt linker and AL II and this was even 

more pronounced when IsoA1 was added in a 10-fold excess (Fig. 4B, lane 10). Moreover, other 

structural rearrangements (highlighted with a star) were observed indicating a refolding of the 
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AapA1_Tr1 transcript upon the formation of an extended duplex with IsoA1 (Fig. 4B). Under the same 

conditions, no interaction could be detected between AapA1_FL and IsoA1 (Fig. 4A, lanes 8 and 10), 

indicating that the antisense RNA specifically targets the 3’end-processed mRNA. Additionally, 

structure mapping and secondary structure predictions performed on IsoA1 RNA (Fig. S4) showed that 

the AapA1_Tr1 5’-UTR and IsoA1 both fold into two complementary stem-loops that could favor the 

formation of loop-loop interactions.  

To determine whether such kissing-loop complexes could represent the initial step of the 

AapA1/IsoA1 hybrid formation, we performed in vitro footprinting experiments in presence of 

neomycin. This antibiotic of the aminoglycoside family is known to stabilize kissing complexes and to 

prevent the formation of extended duplexes (26). In presence of increasing concentration of neomycin, 

the LK region of AapA1_Tr1 was no longer base-paired whereas the ALI and ALII loops were still 

protected (Fig. S5A), confirming that loop-loop interactions are promoting the interaction between the 

two transcripts. In addition, we could map neomycin’s binding regions at the boundaries of the helices 

(Fig. S5A, lanes 6 and 7), explaining why this antibiotic prevents the AapaA_Tr1/IsoA1 hybrid to extend 

into a full duplex (Fig. S5A lanes 10-11). No interaction was observed with IsoA3 which displays a 

similar fold than IsoA1 but a different sequence in the loop (Fig. S4B).  

To further confirm that the interaction is mediated via loop-loop interaction, we constructed an IsoA1 

variant mutated in its two apical loops L1 and L2 (named IsoA1 L1L2) and tested its ability to bind the 

AapA1_Tr1 transcript (Fig. 4 and S6). We first verified that the three nt mutations introduced in each 

loop of IsoA1 did not alter its folding (Fig. S6). In contrast to the wt IsoA1, the addition of IsoA1 L1L2 

did not change the digestion profile of AapA1_Tr1 (Fig. 4B, lanes 9 and 11) indicating that this mutant 

cannot bind despite a strong sequence complementarity. This result confirms that the interaction 

between AapA1_Tr1 and IsoA1 is mediated via a loop-loop interaction. Finally, we performed the 

reverse experiment i.e lead cleavage of 5’ end-labeled IsoA1 upon AapA1_Tr1 addition. The results 

confirmed the duplex formation between IsoA1 and the first 76 nucleotides of AapA1_Tr1 mRNA (Fig. 

S6A). This very long hybrid is masking the ribosome binding site of AapA1_Tr1 (Fig S5B) suggesting 

that the primary role of the antitoxin is to inhibit the translation of the toxin.  

Taken together these data indicate that IsoA1 antisense RNA binds specifically to the AapA1_Tr1 

active transcript via kissing-loop interactions (Fig. S5B). These short interactions are key determinants 

in the specificity of the interaction and explain why each IsoA RNA only represses the synthesis of its 

cognate mRNA, as shown previously (5). 
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Figure 6: Sketch of the putative secondary structures adopted by the AapA1 transcripts: the precursor 
(AapA1_FL), the active (AapA1_Tr1) and the RNaseIII-cleaved transcript (AapA1_Tr2). Each 
secondary structure was predicted using RNAstructure 5.2 software (Reuter and Mathews, 2010) in 
agreement with the experimental data obtained by enzymatic and chemical footprinting (Figure 5 and 
S5). Nucleotides belonging to the Shine Dalgarno (RBS, Ribosome Binding Site), the start and stop 
codons of the AapA1 ORF are indicated in red and orange respectively. Apical loops (AL) are shown in 
blue. Two internal loops are shown in the AapA1_FL transcript. 

RNase III cleavage ensures rapid turnover of the translationally active message  

Base-pairing between AapA1_Tr1 and IsoA1 creates a long duplex of 76 bp (Fig. S5B), which could 

be a good substrate for the double-stranded specific ribonuclease RNase III. To investigate the role of 

this ribonuclease in aapA1/IsoA1 regulation in vivo, we compared both transcripts in wt and RNase III-

deficient H. pylori strains. Since we could not delete the rnc (HP0662) gene encoding RNase III in the 

26695 strain, we used two other strains, B128 and X47-2AL, for which the deletion of rnc could be 

obtained. We inserted the complete aapA1/IsoA1 module of either the 26695 or the B128 strain into the 

rdxA gene of the wt and ∆rnc X47-2AL strains (see Fig. S9 for details). We then analyzed the expression 
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of AapA1 and IsoA1 RNAs by Northern Blot (Fig. 6). The introduction of either aapA1/IsoA1 module 

in the X47-2AL background resulted in the expression pattern observed for the parental strain (Fig. 6, 

compare lanes 2 and 3 with lanes 7 and 8). Thus, transcription of the aapA1/IsoA1 module is not 

influenced by the recipient strain under these conditions. In both the X47-2AL and B128 backgrounds, 

the rnc deletion led to a strong accumulation of the AapA1_Tr1 truncated form (two stars) while the 

levels of AapA1_FL (one star) were unaffected (Fig. 6, lanes 5, 6 and 9). In addition AapA1_Tr2 (three 

stars) was absent in the ∆rnc strains, indicating that this transcript results from RNase III cleavage of 

AapA1_Tr1. In contrast, the amount of the full-length IsoA1 RNA seemed unaffected in absence of 

RNase III. We have shown that, in wild-type cells, IsoA1 RNA is in large excess over AapA1_Tr1. 

Therefore, the proportion of IsoA1 transcripts base-paired with AapA_Tr1 mRNA is negligible, 

explaining why the global level of IsoA1 full-length RNA appears unchanged in wt and ∆rnc 

backgrounds (Fig. 6, compare lanes 2, 3 and 8 with lanes 5, 6 and 9). Interestingly, in absence of RNase 

III, two other transcripts (highlighted by open circles) of a size similar to AapA1_Tr2 accumulate (Fig. 

6, lanes 5, 6 and 9) and are probably the result of an alternative degradation of AapA1_Tr1 mRNA by 

unknown ribonucleases. 
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Figure 5: Analysis of the the loop loop interactions involved the hybrid formed between AapA1_Tr1 
and IsoA1 by in vitro structure probing in presence of Neomycin. A) Secondary structure of 
AapA1_Tr1 alone (lane 4) or in presence of increasing concentration of neomycin (1, 10 and 25 µM) 
was probed by submitting ∼0.2 pmol 32P- labeled RNA to partial lead digestion in 1X structure buffer 
at 37°C. Region that are less cleaved in presence of the antibiotic are indicated in green (neo). In 
presence of 2 pmol of IsoA1 (10-fold excess), the formation of an aapA1/IsoA1 duplex was mapped using 
lead probing (lane 8, IsoA1 at ) while the formation of an hybrid that could not extend into a full duplex 
was observed in lanes 9, 10 and 11, in presence of increasing concentration of neomycin. No complex 
was observed in presence of IsoA3, a small RNA with a similar fold (Figure S4). Untreated RNA (lane 
1, denoted C) and partially alkali (lane 2, denoted OH) digested RNA served as control and ladder. 
Cleaved fragments were analyzed on a 8% PAA gel under denaturing conditions. Positions of all G 
residues are indicated relative to the transcription start site of the AapA1 gene (left of the gel). B) Sketch 
of the secondary structure involved in the formation of a double loop-loop interaction between 
AapA_Tr1 and IsoA1RNA that extend into a full duplex. 

Overall these data indicate that RNase III is the major enzyme responsible for the AapA1_Tr1/IsoA1 

duplex degradation thereby ensuring the rapid turnover of the AapA1 active message. 
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Figure 7: The AapA1_Tr1 is cleaved by the endoribonuclease III (rnc) in vivo. Expression of AapA1 
and IsoA1 RNAs were analyzed by Northern blot in wild type (wt) and isogenic ∆rnc derivative of diverse 
H. pylori strains (X47-2AL, 26695 and B128). X47-2AL strain and its ∆rnc derivative were 
complemented with the aapA1 locus of the 26695 strain (AapA126695) or the B128 strain (AapA1B128) 
and also subjected to the Northern Blot analysis. Samples from each strain were taken when culture 
reached an approximate OD600 of 1. 5S rRNA and tRNAVal served as loading control and was probed 
with FD35/JVO-0485 and FD499.  

Identification of new aapA/IsoA systems in other Helicobacter and Campylobacter species through 

structural conservation  

We analyzed the conservation of the newly characterized type I aapA/IsoA TA system among the H. 

pylori strains. A PSI-BLAST search to detect small peptides (as described in (27)) resulted in very few 

positive hits because few ORFs encoding small proteins have been annotated. We next conducted a 

TBLASTN search against nucleotide database. This search revealed the presence of aapA/IsoA 

homologs in almost every H. pylori genome and in the closely related genomes of Helicobacter 

acinonychis and Helicobacter cetorum (Table S4). Moreover, the synteny associated with the different 

loci was strongly conserved between the various strains (Fig. S11). The aapA/IsoA loci were thus 

classified according to their position at the 5 loci named I, III, IV, V and VI (Fig. 7A). Although IsoA2 

at locus II is conserved, no functional promoter upstream of a putative AapA2 mRNA nor a conserved 

small ORF longer than 4 amino acids were detected. Thus, this locus seems not functional and therefore 

was no longer considered in this study. Among the 66 H. pylori complete genomes analyzed, the 

aapA/IsoA modules were present in one or multiple copies at the 5 conserved loci in all but 6 genomes 

that are free of intact aapA/IsoA systems (Fig. 7A and Table S4). We then hypothesized that, given the 

importance of mRNA folding in the control the AapA1 toxin expression, this folding should be 

conserved. We thus carried out a search for structural mRNA homologs against all available 

Helicobacter complete genomes and other closely related species such as Campylobacter (Fig. S12). 
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This search identified many new loci that were all manually inspected for features such as mRNA 

folding, presence of a conserved SD sequence, start and stop codons, as well as a promoter for the 

antisense RNA (Fig. S12). This manual inspection allowed us to dismiss a considerable fraction of 

detected loci. Each new positive locus was implemented for the next search in an iterative manner (see 

the detail of this search in Fig. S12). Interestingly, this new search identified many AapA mRNA 

homologs in other Helicobacter species that were not found with the TBLASTN or PSI-BLAST 

searches. Since the synteny was not conserved in these Helicobacter species, these systems were named 

aapA/IsoA without any specific number associated (Table S4). Surprisingly, this search revealed the 

presence of this system near prophage encoding genes in H. felis ATC 49179 and H. bizzozeronii CIII-

1 or near a transposon in H. cetorum MIT-99 5656 (Fig. S13). A closer look at the H. pylori loci revealed 

that some of them were associated with another type of Mobile Genetic Element (MGE) such as the 

Integrative and Conjugative Elements (ICE) recently characterized in H. pylori genomes (28, 29). For 

instance in Gambia94/24, a complete ICE of 46 kb named ICEHptfs3 was present in the intergenic 

region corresponding to the locus III, creating a much larger genomic region (Fig. 8B). Finally, although 

no aapA/IsoA system was detected in Helicobacter plasmids, one was identified on a Campylobacter 

jejuni plasmid as well on the chromosome of some C. jejuni strains in a region involved in plasmid 

stabilization (Fig. S14).  

 Altogether these results indicate that while these TA systems have been discovered initially on 

the chromosome of H. pylori, their localization near MGEs such as ICE, transposon and prophage 

suggests that they might have been acquired via horizontal gene transfer and played a role in stabilizing 

these mobile elements.   
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Figure 8: Conservation of aapA/isoA TA systems in 66 Helicobacter pylori strains. (A) Each genome 
is stacked according the decreasing number of systems present at each locus and aligned according to 
the origin of replication (next to the dnaA gene). Each locus containing at least one copy of the 
aapA/IsoA functional cassette (presence of the mRNA and sRNA with their promoters and a small 
peptide with the consensus length of 30 amino acids) are represented according to the following color 
code: locusI (orange dot), III (light green), IV (dark green), V (blue) and VI (purple). Note that most of 
the systems have the mRNA on the positive strand. The few ones that are on the minus strand are shown 
in open dots. Brown line represents the presence of an Integrative Conjugative Element (ICE) next to 
an AapA/isoA locus. (B) Schematic representation of Locus III alignment in H. pylori 26695 (a) J99 (b) 
and Gambia94/24 (c). Blue color coded gene represent the 5’ side of the Locus III and green color 
coded gene represent the 3’ side. In red the gene that code for AapA peptide. In brown, ICEHptfs3 
bounded by left (LJ) and right (RJ) junctions. (C) Nucleotide alignment of (Up) Sequence alignment of 
the 5’ (top) and 3’ (bottom) flanking region of the ICE insertion in these strains, 26695 (a) J99 (b) and 
Gambia94/24 H. pylori strains (c).  
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Discussion 

In this article we characterize for the first time a type I toxin-antitoxin system in H. pylori. We have 

shown that the aapA1 gene encodes a small peptide whose expression is toxic to H. pylori and found 

that several layers of post-transcriptional regulation are preventing the expression of this toxin, as 

described in our working model in Figure 8. The transcription of the aapA1 gene generates a full-length 

mRNA of 250 nt, denoted AapA1_FL that is translationally inactive. This inert form is constitutively 

processed at its 3’ end to generate a truncated transcript of 225 nt which is translatable. This active form 

denoted AapA1_Tr1, base pairs with the IsoA1 antisense RNA to form an extended duplex which is 

rapidly degraded by RNase III to generate AapA1_Tr2. In absence of IsoA1, the synthesis of AapA1 

toxin can occur leading to a growth arrest and cell death. 

 

Figure 9: Schematic representation of the working model  

Metastable structures prevent premature toxin expression during mRNA synthesis 

While most TA systems including type II, III IV and V, have adopted a specific operon organization 

allowing the production of the antitoxin before that of the toxin, type I TA systems are using an 

alternative strategy to prevent toxin production. Most type I toxin encoding mRNAs have their SD 

sequence sequestered in a stable double-stranded region that prevents expression of the toxin while the 

RNA is transcribed (21, 30–34). In some cases, this sequestration involves a long distance base-pairing 

between the 5’ and 3’ UTR (32, 35). However due to transcription-translation coupling that occur in 

bacteria, the ribosome binding site (RBS) could be, in principle, available before the 3’ region is 

synthesized. This particular mode of regulation implies that metastable structures are formed during 
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transcription in order to prevent translation initiation on the nascent mRNA (32, 35). To predict such 

transient secondary structures that are formed during transcription, we used the Kinefold stochastic 

simulations that predict co-transcriptional folding paths of functional RNAs (36). This simulation 

showed that three successive structures masking the RBS can potentially form at various stages of 

mRNA transcription (Fig. S15 and Video SM1). A more stable structure replaces the first two metastable 

structures when transcription reaches the end of the message. Besides sequestration of the RBS, the 5’ 

to 3’ end-pairing of the full-length mRNA forms an 11 bp helix including 6 GC pairs (Fig. 5) that induces 

an efficient transcription termination at this position. Another putative terminator stem-loop was 

previously annotated at the position +225 (5) but our work shows that it is not able to induce transcription 

termination very efficiently. 

AapA1 mRNA requires a 3’end processing to be translated 

For type I toxin mRNAs having their SD sequence sequestered, the mechanism by which the toxin 

mRNA gains activation is still poorly documented. Our results show that for AapA1, a 3’ end-processing 

event is required to refold the mRNA and to unmask the SD (Fig. 6). Until now, two examples of type 

I TA systems for which the toxin is produced after the cleavage of the mRNA have been described 

(either in 5’ for TisB and or 3’ end for Hok (21, 37)). In contrast to the 3’ end processing involved in 

the maturation of the Hok mRNA (38), the 3’ to 5’ exonucleolytic activity of the polynucleotide 

phosphorylase and of the ribonuclease II is not sufficient to process the 3’ end of the AapA1_FL mRNA 

(H. Arnion, unpublished results). As for TisB (21), the enzymatic activity responsible for the processing 

remains to be identified. 

IsoA1 inhibits toxin expression primarily at the translational level  

In order to avoid toxin expression, IsoA1 is constitutively synthesized in a large excess over AapA1_Tr1. 

The double stem-loop structure in the 5’UTR of AapA1-Tr1 mRNA mediates a specific recognition by 

the IsoA1 RNA via loop-loop interactions. In vitro this hybrid is then extended into a full duplex that is 

cleaved by the double-stranded specific RNase III. Indeed we show that in vivo this degradation is very 

rapid since the AapA1_Tr1 does not accumulate. However, RNase III is not essential in the B128 strain 

despite the presence of several aapA/IsoA systems in its genome, suggesting that, at least in this strain, 

RNase III cleavage is not mandatory for the repression of the toxin. The binding of IsoA1 to AapA1_Tr1 

is completely masking the RBS and in absence of RNase III, the stability of the long duplex formed (76 

bp) is probably sufficient to prevent ribosome binding. Thus, the repression of AapA1 toxin expression 

by IsoA1 RNA primarily occurs at the translational level, as previously shown for other type I toxins 

(i.e Hok (39), TisB (21), Fst (33) and BsrG (31)). In contrast, in B. subtilis, the degradation of the TxpA 

and YonT toxin mRNAs by RNase III is essential to prevent toxin synthesis (30, 40). 

 

Strong Similarities with hok/sok TA system (to be finished) 

Surprisingly despite no sequence homology between the two systems, the aapA1/isoA1 TA pairs found 

on the chromosome of H. pylori shares many similarities with the the hok/sok system (ref). Since its 
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discovery on the R1 plasmid in E. coli, and the other closely related TA system, SrnB and PrnB, there 

is no other TA systems for which the a 3’ processing has been reported to be requires for the translation 

of the toxin. In addition the long distance interaction between the 5’ and 3’ UTR. Whether the 

AapA1/IsoA1 is functional in E. coli remains to be shown.  

 

Conservation of aapA/IsoA TA systems in Helicobacter and Campylobacter 

Few reports have highlighted the difficulties in predicting the presence of type I TA system in bacterial 

genomes (27, 41). Indeed the large diversity of toxin sequences as well as their small nucleotide size 

complicates the finding of new type I TA systems. In this report we present a new strategy taking 

advantage of the specific folding adopted by the AapA mRNA to identify more representatives of these 

systems. Our search revealed the presence of a large number of these systems in Helicobacter genomes, 

larger than anticipated (5). With the exception of a few strains that only have ghost copies of aapA/IsoA 

(i.e with either no functional promoter and/or no SD and/or no ORF longer than 5-6 amino acids), most 

H. pylori strains contain one or multiple copies of these systems at conserved loci on the chromosome. 

At a given locus, they can be present in single or multiple copies, depending on the strains. The locus 

IV, located close to the replication origin is the most conserved one, as it is found in all the strains 

analyzed. Our data show that these TA systems are sometimes inactivated by point mutations, genomic 

rearrangements or insertion of an IS (insertion sequence) element. This is similar to what was observed 

for the hok/Sok systems present on the chromosome of E. coli (41). However, we also found that in 

some cases, the aapA/IsoA systems are associated with MGE. For instance our search reveals their 

presence on Campylobacter plasmids and within genomic islands coding either for an ICE element 

(strains shown in bold in Fig. 7A) or prophage genes (Helicobacter felis ATCC49179 and Helicobacter 

bizozzeroni MIT 99-5656). In these cases, these newly identified TA systems may be part of a plasmid 

stabilization and/or addiction system as was reported for several TA systems (42). This phenomenon, 

also known as post-segregational killing, was first described for hok/Sok system (43). If a plasmid 

bearing a TA module is not transmitted to a daughter cell, the unstable antitoxin is degraded while the 

stable toxin acts on cellular targets and kill the plasmid-free cells. For instance type II systems have 

already been shown to promote the maintenance of ICE element and conjugative plasmids (44, 45). 

Whether a similar role could be played by the aapA/IsoA systems remains to be explored. 

Conclusion 

To conclude, the characterization of a new TA system in H. pylori revealed the importance of mRNA 

folding in type I TA regulation. We propose that the AapA mRNA requires two structural RNA switches 

to gain activation. The first one consists of a spontaneous conformational rearrangement, in which 

metastable 5'-end structures are disrupted in favor of a more stable 5'-end/3’end interaction. The second 

involves a processing event by a yet unknown RNase, which render the mRNA translationally active. 

This sophisticated mechanism may be conserved for other TA systems. Another interesting particularity 

of the aapA/IsoA system, is the high stability of the mRNA versus the instability of the antitoxin which 
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makes it a particularly efficient addiction module. Indeed, the cell should not be able to get rid of such 

TA system unless a non-sense mutation is present in the toxin gene. Finally our bioinformatic analysis 

revealed that the aapA/IsoA system belongs to a novel large family of type I TA system that is not only 

present on the chromosome but also associated with MGEs. Although our data provide some hints for a 

role in stabilizing MGEs, these systems might have diverse functions depending on their genetic 

localization or on the organisms that host them.  
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Figure S1 : 

A)        B) 

  

Expression analysis of the AapA1 RNA cloned into the pILL2157. A)Schematic representation of the 
AapA1 fragment cloned into the pILL2157-bis plasmid (Table S2). This fragment encompassing the 
region from the start codon to the 3’ untranslated of the aapA1 gene (202 nucleotides, see region in 
Figure 2) was cloned downstream a ureI-derived promoter repressed by the LacI repressor(Boneca et 
al., 2008). Thus the transcription of this locus leads to the production of a recombinant form of AapA1 
mRNA (202 nucleotide in pink) as well as the IsoA1 RNA that only shares 30 nucleotides (green) with 
the original sequence and was therefore renamed IsoA1-rec. The sequence of the intergenic region 
containing AapA1/IsoA1 cassette in 26695 H. pylori strain is shown. The AapA1 fragment cloned into 
the pILL2157 is highlighted in pink. Promoter sequences of aapA1 and isoA1 are highlighted in yellow. 
The mutation introduced in the IsoA1 promoter (pA1 and pA1* plasmids) are shown in bold below the 
wild type sequence and also highlighted in yellow. In this construction the IsoA1 RNA is partially 
homologous(30nt highlighted in green). This RNA named IsoA1-rec lacks a true terminator and gives a 
very unstable transcript (lane 2 and 3). The Shine Dalgarno sequence (SD), the start and stop codon 
are indicated by blue letters. B) Expression of the recombinant forms of AapA1 mRNA and IsoA-rec was 
analyzed in the three H. pylori B128 ΔaapA1/IsoA1 derived strains containing the pA1-IsoA1, pA1 or 
pA1* plasmids. Northern blot analysis was carried out with 10 μg of total RNA and hybridization with 
32P-labeled FD47oligo (for AapA1mRNA isoforms) or 32P-labeled FD494 (for IsoA1-rec). 5S rRNA 
was used as loading control (FD35/JVO-0485). RNA samples were taken from liquid cultures 8h after 
the addition of IPTG as indicated in Figure 2. We noticed a residual expression of aapA1 isoforms 
(lanes 2, 4 and 6) even in absence of IPTG suggesting some leakiness of this expression construct. 
However in the plamids pA1 and pA1* in which the promoter of IsoA1 was inactivated we do not detect 
any transcript . The relative weak level of IsoA1-rec expression (lanes 1 and 2) compare to the wild-
type IsoA1 RNA (Figure 4) is probably due to its lack of terminator region.  
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Figure S2 :  

 

Identification of  various isoforms of AapA1 mRNA in the H. pylori 26695 strain.  A) Northern blots 
performed on RNAs (10µg) isolated at times (hours) after rifampicin addition (80 µg/ml) in H. pylori 
26695 strains grown in liquid culture at OD ??. The membrane was successively probed (and reprobed 
after stripping, see material and methods for details) with 32P-labeled oligos as indicated in the figure 
B) The location of the various probed used is indicated on a schematic representation of the 
AapA1/IsoA1 locus. For each probe, the corresponding AapA_FL (+257 nt, ***), AapA_Tr1 (+222 nt, 
**) and AapA_Tr2 (+172nt,*)) and IsoA1 (+80nt, *) transcript is indicated in (A) by green and red 
stars respectively. 
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Figure S3 

 

C 

Polymorphic expression of AapA1_Tr1 mRNA in various H. pylori strain A) Northern blots performed 
on RNAs isolated at a specific optical density at 600nm (as indicated below) in various H. pylori strains 
(indicated on top). The membrane was probed with a riprobe spanning the full region of Aapa1_Tr1. B) 
Comparison of each predicted fold for 4 AapA1 mRNAs in 4 H. pylori strain (26695, P12, B128 and 
J99)(Mathews et al., 2004). C) Sequence alignment of locus I of 41 H. pylori strain  
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Figure S4 

 

Structure probing of in vitro transcribed IsoA1 RNA. A) Secondary structure of the antitoxin IsoA1 
RNA was probed by submitting ∼0.1 pmol 32P- labeled RNA to partial enzymatic digestion under native 
conditions (RNase T1, lanes 4 and 5; RNaseV1, lanes 6 and 7; RNase A lanes 8 and 9)) . Untreated 
RNA (lane 1, denoted C), partially alkali (lane 2, denoted OH) digested G ladder (lane 3). B) Predicted 
secondary structure of IsoA1 and IsoA3 RNA according to experimental probing.  
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Figure S5 

 

Structure probing of in vitro transcribed AapA1_FL RNA (A) or AapA1_Tr1 RNA (B). Secondary 
structure of each RNAs were probed by submitting ∼0.1 pmol 32P- labeled RNA to partial enzymatic 
digestion either under native (N) or denaturing conditions (D) (RNase T1, lanes 3 and 4 ; RNase TA, 
lanes 5 and 6). The formation of AapA1/IsoA1 duplex was mapped using lead probing (lanes 7-11) in 
the absence (lane 7) or presence of either 2 or 10 times excess of WT IsoA1 (WT, lanes 8 and 10) or 
mutated IsoA1 RNA in its apical loop (L1L2, lanes 9 and 11). Structure mapping as well as the secondary 
structure of IsoA1 WT and L1L2 are shown in supplementary figure S3 and S4. Untreated RNA (lane 1, 
denoted C) and partially alkali (lane 2, denoted OH) digested RNA served as control and ladder. 
Cleaved fragments were analyzed on a 8% PAA gel under denaturing conditions. Positions of all G 
residues are indicated relative to the transcription start site of the aapA1 gene (left of the gel). Single 
stranded regions that are involved in the structural rearrangements in the AapA1 5′-UTR between the 
full length and truncated transcript are indicated by black bars (right of the gel). The internal loops I 
and II (IL I and II) present in the AapA1_FL are replaced by an apical loop (AL II) and a 14-nucleotides 
linker in the truncated transcript (AapA1_Tr1). Black stars at the right of the gel indicate the other 
structural rearrangements observed following IsoA RNA binding. 
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Figure S6 

 

In vitro structure mapping of IsoA1 RNA WT (left) and L1L2 (right) in presence or absence of 
aapA1_Tr1 mRNA. A) About 0.1 pmol (10 nM final concentration) 32P-labeled in vitro transcribed 
IsoA* was treated in the absence (lanes 4 and 7) or presence of 100 nM (lanes 5 and 8) unlabeled 
AapA1_Tr1 mRNA with lead (II)-acetate. Protection in the predicted AapA1 interaction site (blue and 
pink bars) of IsoA is indicated in blue (L1 and L2 loop, LK, linker). Lane C: untreated RNA; Lane G: 
RNase T1 ladder of hydrolyzed and denatured IsoA* RNA; Lane OH: Alkaline ladder of IsoA* RNA. 
The mutated G residues are indicated in light grey for the WT, and in green for the L1L2 mutant RNA. 
B) Predicted secondary structure adopted by IsoA1 L1LL2 double mutant. The cleavage pattern (lane 
7) do not differ from lane 4 suggesting that the IsoA1 L1L2 adopt a similar fold than the wild type RNA.  
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Figure S7 

Sequence of the deletion of the -10 box region of the aapA1 promoter in the 26695 strain 
 
TAAAAGCGTGGCTTGATAGGCAGGGGAATTGGTTGTCCCACCGGCTAAAGTTTTTGCGCGTTCGTTCAAATTATTAACCGCTTGGTTGATCGCT

TGCGCGCTTGTCTTTGAGTTTGTGCCATTATCGTTGGTTAAAAGCCGGCTTAATTGTTCATAAGTGTCTGAAAGTTTTTGCACCTTGTCGGCGT

TTTTCACTTTTTGAACCGCTTCACCGATTTGATAACCCACGCTTAAAAAAACGCCGTTGTCTTCAGCATGGAGCAATGACGCCGCGAGAGTTAG

AGAAAGCAGAATCGTTTTTTTCGTTTTTTTCATAAGATGTTCCTTAAAGTAATGTTTTATTGTAAAAATGTATCAAAATGAGAATTTATTTACA

ATGCGTTTAATTATAACATAAATTTATTGGATTTCAAAAAAGTTTTAGGGTGTTTTGATGCGCTCAATCAAGCTTGTAAGAGTGTTTTTATTTA

ATTGGGATTTGGTTTTTAGAAAGATTGTTGGTAATCAAGCGGTTAAAAATAAGAACTAAACAAGGATTAAACACCCCCATAAGTGCAATTATGG

GGATAAATATTCCCTCCAGGTACTAAAACAATTCATCCAGTAAAATATAGTATTTTATTTTCTCCCAATCAGGCTTGATCCCCAGTAAGTCAAA

AAATAGCTCGACATACTGTTCTTCCCCGATATCCTCCCTGATCGACCGGACGCAGAAGGCAATGTCATACCACTTGTCCGCCCTGCCGCTTCTC

CCAAGATCAATAAAGCCACTTACTTTGCCATCTTTCACAAAGATGTTGCTGTCCCCCAGGTCGCCGTGGGAAAAGACAAGTTCCTCTTCGGGCT

TTTCCGTCTTTAAAAAATCATACAGCTCGCGCGGATCTTTAAATGGAGTGTCTTCTTCCCAGTTTTCGCAATCCACATCGGCCAGATCGTTATT

CAGTAAGTAATCCAATTCGGCTAAGCGGCTGTCTAAGCTATTCGTATAGGGACAATCCGATATGTCGATGGAGTGAAAGAGCCTGATGCACTCC

GCATACAGCTCGATAATCTTTTCAGGGCTTTGTTCATCTTCATACTCTTCCGAGCAAAGGACGCCATCGGCCTCACTCATGAGCAGATTGCTCC

AGCCATCATGCCGTTCAAAGTGCAGGACCTTTGGAACAGGCAGCTTTCCTTCCAGCCATAGCATCATGTCCTTTTCCCGTTCCACATCATAGGT

GGTCCCTTTATACCGGCTGTCCGTCATTTTTAAATATAGGTTTTCATTTTCTCCCACCAGCTTATATACCTTAGCAGGAGACATTCCTTCCGTA

TCTTTTACGCAGCGGTATTTTTCGATCAGTTTTTTCAATTCCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATTTATTCCTCCTAGTTAGTCACCCGGGTAC

GATTTGTAATTATACAATAAAATGGTGATTTTTAGCAAATGAATTTTAAAAATTATCCATAAAAAACACCCCCATAAGTGCAATTATGGGGATA

AATCCATAAAAGGAGTTTGTCATGGCTACCAAACATGGCAAAAACTCTTGGAAAACATTATACCTCAAAATTTCATTTTTGGGGTGTAAAGTTG

TTGTTTTATTGAAGCGGTAGTTTTGTCAAACGAAATTTCTGTAAAATGATAGCTTTAGTTTTTCCAAAGTTCCCTTAAGGCTTTTAGCTTTAAG

GGTTTTCCTTTAAATTTTATCCTTAACTTATGGGGGCAAAAAAGGCTAACTCATCATCTCCAAAGCCAAAATTATCATGTTATCAAAGCTTTCT

ACCCTTTCTTTAGGGCTTAAGGCTTCTTTAGTGATTAAGTGATCTGAGACTGAGCATAAGCATAAAGCCTTAGCGTTTAGTTCCATCGCCGTGG

CGTATAACCCCGCCGCTTCCATTTCAATAGCCAAGTGGTTGTATTTAGCCATTAAATCAAAGGCATGCGTTTCAAAAGAATAGAAAAAATCGC 

aapA1 500 nt upstream sequence: 1245194-1245693. 
aphA-3 cassette coding sequence.(reverse orientation) 

aapA1 sequence (italic) without promoter + 244 nt downstream sequence (500nt total) : 1245700-
1246199. 

 

Sequence of the 26695 ∆-10box aapA1 strain: To delete the -10 box region of the promoter, the aapA1 locus 
sequence (italic sequence in the light pink region) in which the six nucleotide (tataat) of this region were 
replaced by the resistance gene (apha3 gene, highlighted in purple) conferring the kanamycin resistance 
to the strain, was introduced at the aapA1/IsoA1 locus of the 26695 WT strain. The cassette is flanked 
by two homologous region, i) 500 nt upstream (light green) and ii) the aapA1/IsoA1 sequence +244 nt 
downstream (light pink) of the aapA1/IsoA1 locus of strain 26695. The -10 promoter regions of the 
aphA-3 resistance cassette as well as aapA1 and aphA-3 RBS are indicated in bold and underlined. The 
sequences corresponding to oligos FD552 and FD557, which were used for amplification of the aapA 
(500up)- aphA-3 -∆-10boxaapA1 –aapA1(500down) construct, are underlined. The coding sequence of 
AapA1 is indicated by red letters. The kanamycine resistance cassette (purple + white) containing its 
own promoter(white) and terminator (white) was amplified from genomic DNA of the H. pylori P12 
ΔRepG (Pernitzsch et al., 2014).  
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Figure S8 

Sequence of the depletion of the AapA1/IsoA1 cassette in 26695 strain 

GTTCGTTCAAATTATTAACCGCTTGGTTGATCGCTTGCGCGCTTGTCTTTGAGTTTGTGCCATTATCGTTGGTTAAAAGCCGGCTTAATTGTTC

ATAAGTGTCTGAAAGTTTTTGCACCTTGTCGGCGTTTTTCACTTTTTGAACCGCTTCACCGATTTGATAACCCACGCTTAAAAAAACGCCGTTG

TCTTCAGCATGGAGCAATGACGCCGCGAGAGTTAGAGAAAGCAGAATCGTTTTTTTCGTTTTTTTCATAAGATGTTCCTTAAAGTAATGTTTTA

TTGTAAAAATGTATCAAAATGAGAATTTATTTACAATGCGTTTAATTATAACATAAATTTATTGGATTTCAAAAAAGTTTTAGGGTGTTTTGAT

GCGCTCAATCAAGCTTGTAAGAGTGTTTTTATTTAATTGGGATTTGGTTTTTAGAAAGATTGTTGTAAAATAAACGTACCCGGGTGACTAACTA

GGAGGAATAAATGGCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAAACTGATCGAAAAATACCGCTGCGTAAAAGATACGGAAGGAATGTCTCCT

GCTAAGGTATATAAGCTGGTGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCGGTATAAAGGGACCACCTATGATGTGGAACGGG

AAAAGGACATGATGCTATGGCTGGAAGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGAACGGCATGATGGCTGGAGCAATCTGCTCATGAG

TGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAGTATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTGCATCAGGCTCTTT

CACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATAGCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAACGATCTGGCCGATG

TGGATTGCGAAAACTGGGAAGAAGACACTCCATTTAAAGATCCGCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCCCGAAGAGGAACTTGT

CTTTTCCCACGGCGACCTGGGGGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGCAAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGAC

AAGTGGTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGATCAGGGAGGATATCGGGGAAGAACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCA

AGCCTGATTGGGAGAAAATAAAATACTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGTACCTGCTGTAAAATGATAGCTTTAGTTTTTCCAAAGTTCC

CTTAAGGCTTTTAGCTTTAAGGGTTTTCCTTTAAATTTTATCCTTAACTTATGGGGGCAAAAAAGGCTAACTCATCATCTCCAAAGCCAAAATT

ATCATGTTATCAAAGCTTTCTACCCTTTCTTTAGGGCTTAAGGCTTCTTTAGTGATTAAGTGATCTGAGACTGAGCATAAGCATAAAGCCTTAG

CGTTTAGTTCCATCGCCGTGGCGTATAACCCCGCCGCTTCCATTTCAATAGCCAAGTGGTTGTATTTAGCCATTAAATCAAAGGCATGCGTTTC

AAAAGAATAGAAAAAATCGCTTGAAAAAACATTGCCCACTTTCAAATCAATACCCAAACGCTTTGCTGTTTGATACG 

 

aapA1/IsoA1 451 nt upstream : 1245253-1245703 
aphA-3 cassette coding sequence.  

aapA1 394 nt downstream: 1245863-1246256 
 

Sequence of the locus aapA1/IsoA1 depleted for the cassette in 26695 genome: The non polar aphA-3 
resistance (kanamycine) cassette (purple) which harbors 451 nt up- (light green) and 394 nt downstream 
(light pink) of the aapA1/IsoA1 locus of strain 26695 was used to deplete the aapA1/IsoA1 cassette . The 
-10 promoter regions of aapA1 and the aphA-3 resistance cassette RBS are highlighted in bold. The 
sequences corresponding to oligos FD251 and FD254, which were used for amplification of the 
aapA1/IsoA1 (451 up)-apha-3-aapA1/IsoA1 (394 down) depletion construct, are underlined. The 
nonpolar kanamycin aphA3 cassette was amplified from the pUC18K2 plasmid (Skouloubris et al., 
1998) The same principle was used to construct the same depletion cassette for the B128. 
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Figure S9 

aapA1/IsoA1 from 26695, complementation construct in RdxA.  
 
GCGATCAGCCTGCCTTTAGGGTATGTTTTTGGGAGGATTGGGAATTTTTTAAACCAGGAGCTTGTGGGAAGAATTGTCCCCAAAGACAGCCATT

TAGGGCAAATCATAGGCATTATGGTGGATAATGAGTTGCGTTATCCCAGCCAATTGATTGAAGCGTTTTTAGAGGGGGTTATCGTGTTTTTAAT

GGTAATGTGGGCTAAAAAACACACCAAAACGCATGGGTTGCTGATTGTGGTTTATGGTTTGGGGTATTCCTTGATGCGCTTTATTGCGGAATTT

TACAGAGAGCCGGACAGCCAAATGGGGGTTTATTTTTTAAATTTGAGCATGGGGCAGATTTTAAGCTTATTTATGGTAATTGTTTCGTTAGGGA

TTTTATTGTATGCTACAAAAAATTCTAAAAAAATAAAGGAAAATCAATGAAATTTTTGGATCAAGAAAAAAGAAGACAATTATTAAACGAGCGC

CATTCTTGCAAGATGTTTGATAGCCATTATGAGTTTTCTAGCACAGAATTAGAAGAAATCGCTGCTAGAGATCCGCCATATTGTGTTGAAACAC

CGCCCGGAACCCGATATAATCCGCCCTTCAACAGATCCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCA

CCGTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATAT

TACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAA

TTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCAT

CGCTCTGGAGTGAATACCACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCTATTTCCC

TAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTTTGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTC

TTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAAGGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTTTGTGATG

GCTTCCATGTCGGCAGAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAATTTTTTTAAGGCAGTTATTGGTGCCC

TTAAACGCCTGGTTGCTACGCCTGAATAAGTGATAATAAGCGGATGAATGGCAGAAATTCGGATCTTCCATACCTACCAGTTCTGCGCCTGCAG

GTCGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTTGGAGATTTTCAACGTGGATCTGAATTCGAGTGATGCGCTCAATCAA

GCTTGTAAGAGTGTTTTTATTTAATTGGGATTTGGTTTTTAGAAAGATTGTTGTAAAATAAACACCCCCATAAGTGCAATTATGGGGATAAATC

CATAAAAGGAGTTTGTCATGGCTACCAAACATGGCAAAAACTCTTGGAAAACATTATACCTCAAAATTTCATTTTTGGGGTGTAAAGTTGTTGT

TTTATTGAAGCGGTAGTTTTGTCAAACGAAATTTCTGTAAAATGATAGCTTTAGTTTTTCCAAAGTTCCCTTAAGGCTTTTAGCTTTAAGGGTT

TTCCTTTAAATTTTATCCTTAACTTATGGGGGCAAAAAAGGCTAACTCATCATCTCCAAAGCCAGTATGCTCTTTAAGACCCAGCGAGTTGTTA

CCACACGGCCACTACATGCAAAATCTCTATCCGGAGTCTTATAAAGTTAGAGTGATCCCCTCTTTTGCTCAAATGCTTGGCGTGAGATTCAACC

ACAGCATGCAAAGATTAGAAAGCTATATTTTAGAGCAATGCTATATCGCTGTGGGGCAAATTTGCATGGGCGTGAGCTTAATGGGATTGGATAG

TTGCATTATTGGAGGCTTTGATCCTTTAAAGGTGGGCGAAGTTTTAGAAGAGCGTATCAATAAGCCTAAAATCGCATGCTTGATCGCTTTGGGC

AAGAGGGTGGCAGAAGCGAGTCAAAAATCAAGAAAATCAAAAGTTGATGCGATTACTTGGTTGTGATTAAACAAAATCAAAAACTTTTTAACTA

TAATCAAACCTAAATTAAAGTTCAAGGAGTGGCATTTTGTTTAAAAGAATGGTTTTAATCGCTCTTTTAGGGGTGTTTTCAAGCGTTTCATTAA

GCGCTAAG 

rdxA 500 nt upstream: 1014607-1014074 
catGC cassette, coding sequence 

aapA1/IsoA1 sequence from 26695, A1 peptide coding sequence under control of itsnative promoter 

rdxA 500 nt down: 1013930 - 1013423 

 

Sequence of the aapA1/IsoA1 complementation construct in the rdxA locus:The AapA1/IsoA1 cassette 
(highlighted in light blue) with the A1 peptide coding sequence (red letters) was introduced into the 
26695 genome, which harbors 500 nt up- (light green) and downstream (light pink) of the rdxA locus of 
strain 26695 as well as the catGC resistance cassette (purple). The -10 promoter regions of aapA1 and 
the catGC resistance cassette as well as its RBS are highlighted in bold. The sequences corresponding 
to oligos FD221 and FD230, which were used for amplification of the rdxA(500up)-catGC-
aapA1/IsoA1-rdxA(500down) complementation construct, are underlined. The chloramphenicol 
resistance cassette catGC cassette was amplified from the pILL2157 plasmid (Boneca et al., 2008). This 
same construct was also introduced in the X47 2AL genome. The same principle was used to 
construct the same complementation cassette for the aapA1/IsoA1 from B128 strain and was 
inserted in B128 and X47 2AL genomes.  
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Figure S10 

Sequence of the depletion of the RNase III in B128 strain 

GCGTTTATGGATATGGTGCTTAAAATCTCTAAAGAAAGCTATGGGGGTGGATTGAATGCAAGAAATTGAAATTTTTTGCGATGGTTCTTCTTTA

GGCAATCCTGGGCCAGGCGGTTATGCGGCGATTTTACGCTATAAAGATAAAGAAAAAATCATCAGTGGGGGCGAAAATTTCACCACGAATAACC

GCATGGAATTAAGAGCGCTCAATGAAGCGTTAAAAATTTTGAAACGCCCATGCCATATCACGCTTTATAGCGATTCGCAATACGTGTGCCAAGC

GATCAATGTGTGGCTGGCTAACTGGCAAAAAAAGAATTTTTCTAAAGTCAAAAATGTGGATTTATGGAAAGAATTTTTAAAAGTCTCTAAAGGG

CATTTGATTGTGGCGGTGTGGATCAAGGGGCATAACGGGCATGCCGAGAATGAACGATGCGATAGCCTCGCTAAATTAGAGGCGCAAAAACGGG

TCAAAACGACCACTTAAAGGGAAACATGGCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAAACTGATCGAAAAATACCGCTGCGTAAAAGATACG

GAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATATAAGCTGGTGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCGGTATAAAGGGACCACCT

ATGATGTGGAACGGGAAAAGGACATGATGCTATGGCTGGAAGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGAACGGCATGATGGCTGGAG

CAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAGTATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAG

TGCATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATAGCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATA

ACGATCTGGCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAAGACACTCCATTTAAAGATCCGCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCC

CGAAGAGGAACTTGTCTTTTCCCACGGCGACCTGGGGGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGCAAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGA

AGCGGCAGGGCGGACAAGTGGTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGATCAGGGAGGATATCGGGGAAGAACAGTATGTCGAGCTATTTTTTG

ACTTACTGGGGATCAAGCCTGATTGGGAGAAAATAAAATACTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGCAAAAACTTAAGGAAGCCAAATGAAC

ACTTTGGGGCGTTTTTTAAGGCTCACGACTTTTGGGGAATCGCATGGGGATATGATAGGGGGGGTATTAGACGGCATGCCTAGCGGGATTAAAA

TAGACTATGCTTTATTAGAAAATGAAATGAAGCGCCGCCAAGGGGGGAGGAATGTTTTCATTACGCCACGGAAAGAAGACGATAAAGTGGAAAT

AACAAGCGGGGTTTTTGAAGATTTTAGCACAGGGACGCCCATAGGGTTTTTAATCCACAACCAAAGGGCTAGGAGCAAGGATTACGATAACGTT

AAAAACCTTTTTAGGCCTAGCCATGCGGATTTCACTTATTTTCATAAATACGGCATCAGAGATTTTAGGGGTGGGGGGAGGAGTTCGGCCAGAG

AGAGCGCTATAAGAGTGGCTGCTGGGGCGTTTGCTAAAATGCTTTTAAGAGAAATCGGTATTGTTTGTGAAAGCG 

rnc 498 nt upstream : 845425-845923 
aphA-3 cassette coding sequence.  

rnc 477 nt downstream. 846618-847095 
 

Sequence of the locus aapA1/IsoA1 depleted for the RNase III in B128 genome:The aphA-3 resistance 
cassette (purple) which harbors 498 nt up- (light green) and 477 nt downstream (light pink) of the rnc 
locus of strain B8 was used to deplete the rnc gene . The -10 promoter regions and RBS of rnc are 
highlighted in bold. The sequences corresponding to oligos FD314 and FD319, which were used for 
amplification of the rnc(498up)-apha-3-rnc (477 down) depletion construct, are underlined. The 
nonpolar kanamycin aphA3 cassette was amplified from the pUC18K2 plasmid (Skouloubris et al., 
1998) The same construct was used to deplete rnc gene in the X47 2AL. 
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Figure S11 

 

Schematic representation of the process used for the search of AapA/IsoA in Helicobacter and 
Campylobacter genomes (see Table S4) with Geneious 8.1.3 software. (Left) Description of the iterative 
research step. Manual inspection of RBS, mRNA and asRNA promoter noted by a (*) is a facultative 
restraint. (Right) Examples of secondary structure adopted by aapA mRNAs and isoA sRNA in H. pylori 
26695 strain. 
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Figure S12 

 

(A) Localisation of aapA/isoA systems on the genomic chromosome in Helicobacter genus. Note that in 
H. felis and H. bizzeronii, aapA/isoA is present in a prophage region (B) Potential mRNA fold of each 
AapA shown in (A) with a small letter (a, b, c, d, e and f) determined using RNA fold plugin of Geneious 
RNA Turner energy model (Mathews et al., 2004). 
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Figure S13 

 

 

(A) Localisation of isoA/aapA systems on plasmids or chromosome in Campylobacter genus. (B) 
Potential mRNA fold of each AapA shown in (A) determined using RNA fold plugin of Geneious RNA 
Turner energy model (Mathews et al., 2004). 
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Figure S14 

 

Simulation of the AapA1_FL RNA folding path during transcription using Kinefold (Xayaphoummine et 
al., 2005, 2007). Different snapshots of the movie (see movie SM1) to show 3 potential metastable 
structures adopted by the mRNA during its synthesis to mask the Shine Dalgarno sequence (SD in red) 
to prevent translation initiation. The final snapshot (4) displays the final structure of AapA1 validated 
by experimental procedures in vitro (see Figure 5).  
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Supplementary Tables  

Table S1 : Strains list 

Name Strain 
number  

Description Plasmid Resista
nce 

Reference 

26695 JR34(H5) Wild-type strain, Institut 
Pasteur collection 

none - (Tomb et al., 
1997) 

26695 ∆AapA1/IsoA1 H60 aapA1::aphA-3 none KanR This study, Figure 
S8 

26695 ∆-10Box aapA1  H44(C1) -10 box of AapA1 promoter is 
replaced by aphA-3 

none KanR This study 
Figure S7 

B128 B050(H1) Wild-type strain none  (Farnbacher et 
al., 2010; McClain 
et al., 2009) 

B128 ∆rnc H54(IHP18) rnc::aphA-3 none KanR This study, Figure 
S10 

B128 ∆AapA1/IsoA1 H17(A.FD44
) 

aapA1::aphA-3 none KanR This study, Figure 
S8 

B128 pA1 FD aapA1::aphA-3 pA1 KanR CmR This study 
B128 pA1-isoA1 FD aapA1::aphA-3 pA-IsoA1 KanR CmR This study 
B128 pA1* FD aapA1::aphA-3 pA1*-isoA1 KanR CmR This study 
X47-2AL X056(H10) Wild-type strain none  (Ermak et al., 

1998) 
X47 ∆rnc H56 rnc::aphA-3 none KanR This study, Figure 

S10 
X47 AapA1/IsoA126695 H88 rdxA::aapA1::catGC (AapA1 

sequence from 26695) 
none CmR This study, Figure 

S9 
X47 AapA1/IsoA1B128 H89 rdxA::aapA1::catGC 

(AapA1 sequence from B128 
strain) 

none CmR This study, Figure 
S9 

X47 ∆rnc 
AapA1/IsoA126695 

H91 rnc::aphA-3 
rdxA::aapA1::catGC 
(AapA1 sequence from 
26695) 

none KanR CmR This study 

X47 rnc 
AapA1/IsoA1B128 

H92 rnc::aphA-3 
rdxA::aapA1::catGC 
(AapA1 sequence from B128) 

none KanR CmR This study 

JM109 E.FD25 E. coli strain   Laboratory stock 
E. coli pA1-IsoA1 E.FD55 JM109 containing a vector 

expressing both AapA1 and 
IsoA1 

pA1-IsoA1 CmR This study 

E. coli pA1 E.FD57 JM109 containing a vector 
expressing only AapA1  

pA1 CmR This study 

E. coli pA1* E.FD130 JM109 containing a vector 
expressing AapA1 in which  
the start codon has been 
mutated in ATT 

pA1* CmR This study 
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Table S2 : Plasmids list 

Name Description Resistance Reference 
pUC18K2 pUC18 carrying the nonpolar kanamycin aphA-

3
                                                                                                      
cassette between KpnI and BamHI sites 

KanR (Skouloubris 
et al., 1998) 

pILL2157bis Derivative of the pHeL-2 E. coli-H. pylori shuttle vector –
carries lacZ controlled by pureI with 2 LacI-binding sites in the 
MCS 

CmR (Boneca et al., 
2008) 

pILL2157bis pILL2157 without LacZ CmR This study 
pA1-IsoA1  CmR This study 
pA1  CmR This study 
pA1*  CmR This study 
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Table S3 : Oligonucleotides list 

Name Sequence 5’->3’ Description 
FD54 GAAATTAATACGACTCACTATAGCACCCCCATAAGTGCAATT

A 
In vitro transcription, Fwd AapA1_FL and 
Tr1 

FD452 CTTTGGAGATGATGAGTTAGC In vitro transcription, Rev AapA1_FL 
FD 55 AAAACCCTTAAAGCTAAAA In vitro transcription, Rev AapA1_Tr1 
FD9 GAAATTAATACGACTCACTATAGCAAGAGTTTTTGCCATGTT

T 
In vitro transcription, Fwd IsoA1 

FD15 TAAACACCCCCATAAGTGCAA In vitro transcription, Rev IsoA1 
FD205 GAAATTAATACGACTCACTATAGCAAGAGTTTTTGCCATGTT

GCTTAGCCATGACAAAC 
In vitro transcription, Fwd IsoA1L1L2 

FD234 AAATAAACACCCCCATAAGTCGGATTATGGG In vitro transcription, Fwd IsoA1L1L2 
FD47 AGTTTTTGCCATGTTTGGTA Northern Blot, AapA1 probe 
FD198/JVO-
0231 

GAGTTTGTCATGGCTACCAA Northern Blot, IsoA1 probe 

FA115 GTTAAGGATAAAATTTAAAGGAAAA Northern Blot, AapA1_FL probe 
FA116 GATTTATCCCCATAATTGCAC Northern Blot, AapA1_FL and Tr1 probe 
FD657 GAAATTAATACGACTCACTATAGAAAACCCTTAAAGCTAAAA Fwd oligo to make riboprobe 

complementary to AapA1_Tr1 mRNA 
(225nt) 

FD671 CACCCCCATAAGTGCAATTA Fwd oligo to make riboprobe 
complementary to AapA1_Tr1 mRNA 
(225nt) 

FD494 GCTACCAAACATGGCAAAAA Northern Blot, probing of IsoA1-rec 
FD499 AATGGTGGCCACGACTGGAC Northern Blot, tRNAval probe 
FD35/JVO-
0485 

TCGGAATGGTTAACTGGGTAGTTCCT Northern Blot, 5S rRNA probe 

FD213 CACACATATGGCTACCAAACATGGCAAAAAC Fwd, aapA1 cloning in pILL2157, NdeI site, 
pA1-isoA1 vector construction 

FD212 CACACATATGGCTACCAAACATGGCAAAAACTCTTGGAAAA
CCTTGTACCTCAAAATTTC 

Fwd, apA1 cloning in pILL2157, including 2 
mutations in IsoA1promoteur including 
NdeI site for cloning, pA1 vector 
construction 

FD180 CACAGGATCCGCCCCATAAGTTAAGGATAAGC Rev, aapA1 cloning in pILL2157, including 
BamH1 site for cloning, pA1-IsoA1 and pA1 
vector construction 

FD608 GAAGGAAAAGCATATTGCTACCAAACATGGCAAAAAC ATG -> ATT Mutagenesis, pA1* vector 
construction  

FD609 GCCATGTTTGGTAGCAATATGCTTTTCCTTCCAAAC ATG -> ATT Mutagenesis, pA1* vector 
construction 

FD70 GTACCCGGGTGACTAACTAGG aphA3_Fwd, aapA1 deletion in 26695 and 
B128 
Kanamycine marker 

FD71 CATTATTCCCTCCAGGTACTA aphA3_Rev, aapA1 deletion in 26695 and 
B128 
Kanamycine marker 

FD251 GTTCGTTCAAATTATTAACCG Deletion of aapA1 in 26695 and B128, 
Amplification of upstream region of aapA1 
in 26695 and B128, Fwd  

FD252 CCTAGTTAGTCACCCGGGTACGTTTATTTTACAACAATCTTTC
TA 

Deletion of aapA1 in 26695, Amplification 
of upstream region of aapA1 in 26695, Rev 

FD253 GGATGAATTGTTTTAGTACCTGCTGTAAAATGATAGCTTTAG
TT 

Deletion of aapA1 in 26695, Amplification 
of downstream region of aapA1 in 26695, 
Fwd 
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FD254 CGTATCAAACAGCAAAGCGTTTG Deletion of aapA1 in 26695, Amplification 
of downstream region of aapA1 in 26695, 
rev 

FD256 CTTGATAGGCAGGGGAATTGG Upstream oligo, verification of aapA1 
deletion in 26695 

FD353 CCTAGTTAGTCACCCGGGTACGTGTTTATTTTACAACAATCTT
TCTA 

Deletion of aapA1 in B128, Amplification of 
upstream region of aapA1 in B128, Rev 

FD354 GGATGAATTGTTTTAGTACCTGCTGTAAAACGATAGCTTTTG
TT 

Deletion of aapA1 in B128, Amplification of 
downstream region of aapA1 in B128, Fwd 

FD355 GTCTTAGTCTCTAAATAAGCG Deletion of aapA1 in B128, Amplification of 
downstream region of aapA1 in B128, rev 

FD352 TGTGCATCATTAGTCGTATC Upstream oligo, verification of aapA1 
deletion in B128 

FD552 TAAAAGCGTGGCTTGATAGGCAGGGGAATT Deletion of 10 box aapA1 promoter in 
26695, Amplification of upstream region in 
26695, fwd 

FD553 ATTTTTAACCGCTTGATTACCAACAATCTTTCTAAAAACC Deletion of 10 box aapA1 promoter in 
26695, Amplification of upstream region in 
26695, rev 

FD554 GGTTTTTAGAAAGATTGTTGGTAATCAAGCGGTTAAAAAT Deletion of 10 box aapA1 promoter in 
26695, Amplification of AphA3::RepG from 
P12 strain (contains its own promoter and 
terminator), Fwd 

FD555 TTGCACTTATGGGGGTGTTTTTTATGGATAATTTTTAAAA Deletion of 10 box aapA1 promoter in 
26695, Amplification of AphA3::RepG from 
P12 strain (contains its own promoter and 
terminator), Rev 

FD556 TTTTAAAAATTATCCATAAAAAACACCCCCATAAGTGCAA Deletion of 10 box aapA1 promoter in 
26695, Amplification of downstream region 
in 26695, fwd 

FD557 GCGATTTTTTCTATTCTTTTGAAACGCATG Deletion of 10 box aapA1 promoter in 
26695, Amplification of downstream region 
in 26695, rev 

FD221 GCGATCAGCCTGCCTTTAGG complementation aapA1 26695 and B128 in 
rdxA gene, in 26695 and X47-2AL, 
amplification of upstream region of rdxA, 
Fwd 

FD231 CACAATATGGCGGATCTCTAGCAGCGATTTCTTCTAATTCTG complementation aapA1 26695 and B128 in 
rdxA gene, in 26695 and X47-2AL, 
amplification of upstream region of rdxA, 
Rev 

FD368 TACAAGCTTGATTGAGCGCATCACTCGAATTCAGATCCACGT
TG 

complementation aapA1 26695 in rdxA 
gene, in 26695 and X47-2AL, Amplification 
of cat gene, Rev 
Chloramphenicol marker 

FD232 CTAGAGATCCGCCATATTGTG complementation aapA1 26695 and B128 in 
rdxA gene, in 26695 and X47-2AL, 
Amplification of cat gene, Fwd 
Chloramphenicol marker 

FD367 ACTCATCATCTCCAAAGCCAGTATGCTCTTTAAGACCCAG complementation aapA1 26695 in rdxA 
gene, in 26695 and X47-2AL, amplification 
of downstream region of rdxA, Fwd 
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FD544 
 

TGATGCACTCAATCAAGCTTTTA 
 

complementation aapA1 B128 in rdxA gene, 
in  X47-2AL, amplification of aapA1 B128, 
Fwd 

FD545 
 

CTAGTATTCCAAGCAAAGAATGCT 
 

complementation aapA1 B128 in rdxA gene, 
in X47-2AL, amplification of aapA1 B128, rev 

FD547 
 

AGCATTCTTTGCTTGGAATACTAG-
GTATGCTCTTTAAGACCCAG 
 

complementation aapA1 B128 in rdxA gene, 
in  X47-2AL, amplification of RdxA 
downstream, Fwd 

FD546 
 

TAAAAGCTTGATTGAGTGCATCAC-
TCGAATTCAGATCCACGTTG 
 

complementation aapA1 from B128 in rdxA 
gene, in X47-2AL, Amplification of cat gene, 
Fwd 
Chloramphenicol marker 

FD230 CTTAGCGCTTAATGAAACGC complementation aapA1 26695 and B128 in 
rdxA gene, in 26695 and X47-2AL, 
amplification of downstream region of rdxA, 
Rev 

FD365 TGATGCGCTCAATCAAGCTTGTA complementation aapA1 26695 in rdxA 
gene, in 26695 and X47-2AL, Amplification 
of AapA1 locus, in 26695, Fwd 

FD366 TGGCTTTGGAGATGATGAGT complementation aapA1 26695 in rdxA 
gene, in 26695 and X47-2AL , Amplification 
of AapA1 locus, in 26695, Rev 

FD314 GCGTTTATGGATATGGTGC rnc deletion in B128 and X47-2AL, 
amplification of upstream region, Fwd 

FD315 CCGGTGATATTCTCATTTTAGCCATGTTTCCCTTTAAGTGGTC
G 

rnc deletion in B128 and X47-2AL, 
amplification of upstream region, Rev 

FD316 TTTTACTGGATGAATTGTTTTAGCAAAAACTTAAGGAAGCCA
AATG 

rnc deletion in B128 and X47-2AL, 
amplification of downstream region, Fwd 

FD319 CGCTTTCACAAACAATACCG rnc deletion in B128 and X47-2AL, 
amplification of downstream region, Rev 

FD320 GCTAAAATGAGAATATCACCGG rnc deletion in B128 and X472AL 
AphA3_Fwd  

FD321 CTAAAACAATTCATCCAGTAAAA rnc deletion in B128 and X472AL 
AphA3_Rev  
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ABSTRACT  

The antisens-associated peptide A1 (AapA1) belongs to the first type I toxin antitoxin system 
characterized in the human pathogen Helicobacter pylori. We previously reported that the expression 
of this peptide is toxic to the host cell, converting the spiral-shaped cell into a spherical form also known 
as coccoids. In the present study we demonstrate that the AapA1 toxin belongs to a large family of small 
toxic protein with a consensus length of 30 amino acids. Cell fractionation analysis reveals its 
localization at the inner membrane in H. pylori. A direct interaction of the toxin with the membrane was 
confirmed in vitro by Plasmon Waveguide Resonance (PWR). A structural study in a membrane 
mimicking environment by liquid state Nuclear Magnetic Resonance (NMR) identifies three domains in 
this peptide: an unfolded positively charged N-ter domain of 8 amino acids, an alpha helix of 19 amino 
acids forming a trans-membrane domain and two positively charged residues highly conserved at the 
C-ter. To better understand the sequence determinants for the toxicity of AapA1, we generated a series 
of truncation and single amino acid deletion mutants to determine the minimal sequence required for 
toxicity. We found that AapA remained toxic in the presence of multiple deletions and single amino acid 
substitutions in the N-Ter domain. However the toxicity was determined to be dependent on a specific 
charge pattern all along the peptide sequence including the two residues at the C-ter. Altogether our 
results offer additional insights into properties common to membrane-targeting type I toxins in Gram-
negative bacteria like H. pylori and related species. 
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INTRODUCTION 

Helicobacter pylori is a major human pathogen that colonize the stomach of half of the world population. 

Chronic infection by this bacterium is the major cause of gastroduodenal disorders including acute and 

chronic gastritis, gastroduodenal ulcer, chronic atrophic gastritis, and gastric cancer (Walker and 

Crabtree, 1998). Treatment of H. pylori infection involves a combination of two antibiotics with an 

inhibitor of the proton pomp (Murakami et al., 2013). Recently, emergence of antibiotic resistant 

population and incomplete eradication after treatment reach a dangerous level in therapy strategies 

stressing the need for the development of new drugs against the pathogen (Niv, 2008). Indeed H pylori 

is able to switch from its rod shaped vegetable form into the dormant coccoid form in response to distinct 

stress as aging, unfavorable conditions, and antibiotics treatment (Faghri et al., 2014). The rod shaped 

form is predominantly observed in exponential growth phase of liquid culture whereas the coccoid form 

is a non cuturable phase resistant to stress events. This non culturable but viable state is established on 

other Gram negative bacteria (Colwell et al., 1996), although several studies has revealed clinical facet 

of H pylori infection, nothing is known in the formation of coccoid cell at the molecular level. 

The aapA1/IsoA1 type I TA system was initially discovered by transcriptomic analysis on H. pylori 

26695 strain among five other putative type I TA system (Sharma et al., 2010). It belongs to the family 

of aapA/IsoA TA system that are well spread in Helicobacter and Campylobacter chromosomes (Arnion 

et al, in preparation). We previously reported that the aapA1 gene of this tightly regulated genetic 

module code for a small protein of 30 amino acids that displays some characteristics of a membrane 

interacting peptide (Arnion et al, in preparation). We have observed that the expression of the AapA1 

peptide is inducing the coccoid phenotype in H. pylori making this toxin the first physiological trigger 

of this dormancy state shift (Arnion et al., in preparation). The association between bacterial persistence 

and type I TA system has already been demonstrated for two other genomic loci, hokB/SokB and 

tisB/IstR system (Verstraeten et al., 2015) (Waldron, 2015) which converged to the previously 

characterized type II TA system (Maisonneuve et al., 2013) (Gerdes and Maisonneuve, 2015). Although 

the mode of action of TisB toxin in this phenomenon has been thoroughly addressed (Steinbrecher et 

al., 2012), that of the other type I toxins like HokB await further characterizations. 

This study investigates the structural basis of toxicity induced by AapA1 peptide during the formation 

of in H. pylori coccoid cells. We used a combination of structural study by Liquid State Nuclear 

Magnetic Resonance and Molecular Dynamics complemented by in vitro and in vivo experiments to 

reveal toxicity insight on AapA1 toxin. We report here, the association between size and activity of 

AapA toxin, and particularly the relevance of the charged terminal KR motif. The interaction of the 

toxin with membrane was checked in vivo and acutely followed by PWR and Molecular Dynamics. 

These experiments revealed an affinity in the nanomolar range showing potent toxicity without severely 

damaging the membrane. The AapA1 toxin folds into three domains, as observed by NMR, with a global 

transmembrane helical part. Sequence conservation analysis of these domains followed by mutational 
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analysis revealed a specific charge pattern distribution in the transmembrane helix domain suggesting a 

potential new charged zipper motif in the membrane bound toxicity. 
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RESULTS 

H. pylori AapA family of toxins shares a consensus length for toxicity. 

To evaluate the toxicity of the 5 AapA peptides previously identified in the H. pylori 26695 strain 

(Sharma et al., 2010), we first choose to assess each peptide effects in the heterologous bacteria 

Escherichia coli using a strictly controlled expression system. To this aim, small Open Reading Frame 

(ORF) corresponding to each AapA peptides were cloned individually into pBAD vectors, under the 

control of an arabinose inducible promoter, and transformed into E. coli K12 strains. Resulting strains 

were grown on LB agar media supplemented or not with 0,2% arabinose (Fig. 1A). After overnight 

incubation on LB plates, E. coli K12 cells harboring an empty vector or vectors encoding AapA peptides 

are able to grow to a same extent. On the contrary, in presence of 0,2% arabinose, bacterial colonies are 

only visible for the strains containing either the empty vector or the one expressing AapA4 peptide. 

Thus, the induction of expression of AapA1, 3, 5 and 6 is toxic for E. coli K12 growth on solid media. 

To pursue the study we carried out the experiment in liquid culture (Fig. 1B). E. coli strains carrying 

the empty vector (control strain) or pBAD-aapA1 were grown to mid-exponential phase before addition 

of either glucose or 0,2% arabinose in order to repress or induce AapA1 expression respectively. Growth 

of the control strain is neither affected by the glucose nor arabinose presence in the medium. On the 

contrary, only addition of arabinose severely inhibits the bacterial growth of E. coli pBAD-aapA1 strain 

indicating AapA1 expression is toxic for the bacterial growth in liquid medium Taken together, these 

data show that except AapA4, the expression of all members of H. pylori AapA family is toxic for E.coli 

K12 strain. To better understand the reasons of the lack of AapA4 toxicity, the peptide and nucleotide 

sequences of each AapA ORF were compared (Fig. 1C). Each member of AapA family encode a 30 

amino acids peptide except AapA4 that encodes a shorter one of 23 amino acids. Comparison of AapA4 

nucleotide sequence with the other AapA members shows the absence of a thymine 59 nucleotides after 

the start codon. This deletion creates a frame shift in the open reading frame leading to the formation of 

a premature stop codon. To investigate whether this mutation is at the origin of the lack of AapA4 

toxicity, we restored the original ORF by inserting a thymine at +59 position in the AapA4 sequence, 

here referred as AapA4+T. Interestingly, AapA4+T presents homology with AapA3 with a perfect 

match from Leu13 to the final Arg30. The aapA4+T ORF was then cloned into the pBAD vector and 

effects of its expression tested in E. coli K12 (Fig.1A). On LB agar plate supplemented with 0,2% 

arabinose, no colonies are visible, while in absence of the inducer cells grew similarly to the cells 

harboring the empty vector. Taken together, these data demonstrate the toxicity of the AapA peptide 

clearly depends on a define length of the peptide corresponding to 30 amino acids. 
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Fig. 1. Overexpression of the AapA peptide in E.coli resumes growth and diminishes plating 
efficiency. (A) Growth of E. coli K12 strain carrying a pBAD empty vector (ctrl), or recombinant vector 
with each peptide (AapA6, AapA1, AapA5, AapA3, AapA4 and AapA4 +T) grown in the presence or 
absence of 0.2% L-arabinose on LB agar plate.The orientation of the strains used is shown at left. . (B) 
E. coli strains carrying a pBAD empy vector (Ctrl) or pBAD AapA1 expressing vector were grown to 
mid-exponential phase before the addition (noted with a blue star (*)) of 0.2% L-arabinose (in red (■)) 
or glucose in black (♦).(C) Amino acid sequence of each AapA identified in 26695 strain. The sequence 
similarity between AapA3 and AapA4 /AapA4+T is shown in bold. Nucleotide sequence of AapA4 and 
AapA4+T with the translation of the expected peptide is shown downside. The empty rectangle 
highlights the position of the insertion of a thymine at position 58 after the ATG.  

AapA1 peptide targets H. pylori inner membrane in vivo 

In a previous work, we have shown that induction of AapA1 expression leads to bacterial growth arrest 

and rapid induction of H. pylori transition from helical rod shape to coccoid forms (Arnion et al., in 

preparation). Moreover, the toxic effect of AapA1 is prevented by isoA1 antitoxin, a cis-encoded RNA 

found antisens to the aapA1 ORF. Thus, to further investigate the mode of action of AapA1, we decided 

to monitor its subcellular localization in the bacteria. Since generation of antibodies against toxins failed 

despite several attempts, we used an IPTG inducible vector, compatible with H. pylori, to clone either 
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the AapA1 ORF containing a mutated isoA1 promoter (pA1) or C-terminal SPA-tag fusion variant 

(pA1-SPA) (Fig.2). Both plasmids were transformed into H. pylori B128 strains where a kanamycin 

resistance cassette replaced the chromosomal copy of the A1 module and kinetics of growth were 

monitored. We thus used the sucrose density gradient protocol to examine the subcellular fractionation 

of AapA1-tagged peptide with SPA. As expected the majority of AapA1–SPA is found at the inner 

membrane with a small amount in the soluble fraction and nothing in the outer membrane (Fig 2C). As 

controls the soluble, inner and outer membrane fractions are probed with the antibody against Pbp2, 

AlpA and NikR, respectively. 

 

Fig. 2. Toxicity and cellular localization of AapA1 peptide in H. pylori. (A) Schematic representation 
of AapA1 construct with IsoA1 asRNA promoter mutated; ATG/Stop AapA1 of H. pylori 26695 was 
cloned on IPTG inducible plasmid and called pA1 (■). A Carboxyl terminal flagged peptide was 
designed with a SPA tag and called pA1-SPA (●). (B) Cell growth kinetics of pA1 and pA1-SPA on H. 
pylori B128 ∆aapA1. A blue star (*) is used to mark the time of IPTG addition. pA1 with IPTG curve 
are presented with red box (■) and with withe box (□) without IPTG, pA1-SPA with IPTG are 
represented with purple circle (●) and with white circle (○) without IPTG. (C) Western blot analysis 
of H. pylori B128 ∆aapA1, pA1 and pA1-SPA expressing culture. (+) and (-) sign denoted the IPTG 
induction. Cytoplasmic, Inner Membrane and Outer Membrane fraction are prepared by 
ultracentrifugation and revealed by antibody on identified proteins. 
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AapA1 displays high affinity to membranes and perturbs its organization. 

 Plasmon waveguide resonance was used to study the interaction between AapA1 and lipid bilayers 

models. The method allows the determination of affinity constants between the peptide and the lipid 

system, and in addition we can obtain general information regarding mass and anisotropy changes in the 

lipid system. This is possible because the formed lipid bilayers are oriented relative to the incident light, 

and also because PWR allows resonances to be obtained with both p- (perpendicular) and s- (parallel) 

polarized light (Alves et al., 2005). The method has successfully been used to follow both protein 

structural changes, protein-protein interactions and peptide-lipid interactions (Salgado et al., 2009a) 

(Salgado et al., 2009b). The formation of the lipid bilayer leads to positive shifts in both polarizations 

due to the deposition of material (lipid) in the plasmon generating-surface and so an increase in mass 

and refractive index. Such shifts are larger for p- than for s-polarized light, reflecting the formation of 

an anisotropic structure composed by the lipid bilayer, with the longer molecule axis laying 

perpendicular to the plasmon resonating media. The interaction of AapA1 with a eukaryotic membrane 

model leads to negative shifts in the s-polarized light (-28 mdeg) and overall no shifts in the p-

polarization (Fig 3 B). Peptide addition to a membrane should result in a positive shift in the spectra if 

it only adsorbs on the surface without modifying much the lipid properties since it should increase the 

mass in the proteolipid system (increase in refractive index that is translated by positive spectral shifts). 

This is not the case here; such decrease in the resonance angle position must result from peptide-induced 

lipid reorganization. A decrease in mass may result either from an increase in the lipid surface area 

(which will increase the mass/area) accompanied by a flow of lipid into the plateau Gibbs border (lipid 

reservoir presented in the type of bilayer used) or/and by the formation of holes or pores in the membrane 

by a detergent-type effect of the peptide on the lipids. To distinguish between these two possibilities, 

experiments to follow membrane integrity are necessary. We have performed a graphical analysis of the 

spectral changes obtained upon peptide addition to the membrane, 70% of the spectral changes result 

from mass changes in the membrane and 30% from structural changes, the graphical analysis procedure 

is further described here (Hruby et al., 2010). Additionally a large decrease in the spectra depth is 

observed for both polarizations indicating a thinning of the lipid membrane. Such a phenomena has 

already been reported to occur for antimicrobial peptides (Mecke et al., 2005). Finally the dissociation 

constants for the interaction of AapA1 with this membrane have been determined by plotting the 

resonance minimum position of the spectra for each incremental peptide addition as a function of the 

peptide concentration in the cell. This was performed only with the s-polarized light as no overall shifts 

were obtained with the p-polarized light. A Kd value around 800 nM was obtained (Fig 3 B). Similar 

studies were performed with a bacteria membrane mimic DOPE/DOPG 7/3 mol/mol. The results 

obtained were quite different than those obtained with the eukaryotic membrane model. Spectral shifts 

were obtained with both polarizations, both negative and of similar magnitude (about 12 mdeg for both 

polarizations) and smaller than those obtained with the eukaryotic membrane model (-28 mdeg for s-

pol; no shift for p-pol). Graphical analysis of the results attribute about 50% of the spectral changes 
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induced by peptide addition to the bilayer to mass changes and about 50% to structural changes. Again, 

the decrease in mass could be ascribed to lipid removal from the bilayer and/or reorganization and will 

need further investigation. It is interesting to note that here in comparison with the eukaryotic membrane 

smaller changes in membrane thickness are induced by the peptide. The affinity constant obtained here 

is much stronger than that obtained with the eukaryotic membrane model, 25 nM (Fig 3 A), which may 

be explained by the rich and diversity of constituents that exist in natural membranes such as membrane 

receptors and carbohydrates among others. In addition, the increased affinity may result from the 

presence of an extra negatively charged lipid-head group from DOPG which should foster the interaction 

with the positively charged residues in the peptide. In vitro study of the effect of the toxin against human 

erythrocytes was tested by monitoring the release of hemoglobin at 577 nm (Fig 3 C), we evidenced 

lytic activity caused by AapA1 peptide when increasing concentrations of the peptide were used against 

human erythrocytes. The result show that AapA1 peptide do not cause significant hemoglobin leakage 

from human erythrocytes at low concentration under 50 µM and it only shows a more stringent effect at 

concentrations above this limit, reaching a maximum of ~25 % hemolysis at 100 µM.  
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Fig. 3. in vitro effect of AapA1 on membrane followed by Plasmon Waveguide Resonance and 
Hemolysis(A) Effect of AapA1 followed by Plasmon Waveguide Resonance using both parallel (■) and 
perpendicularly (●) polarized light on artificial membrane model. The affinity of AapA1 toxin on model 
membrane of Prokaryote (A) and Eukaryote (B) were determined by the monitoring the position of 
polarized light resonance. (C) Monitoring of hemoglobin release after incubation of increasing 
concentration of AapA1 in presence of human erythrocytes. Effect on release over 5 % compare to 
control were represented by red triangle (▲) while effect under the 5 % was represented by gray 
triangle (▲). Photographic visualization of the hemoglobin release compare to negative control by 
incubation with buffer (-) and with positive control of 2 % Triton X100 (+). 
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AapA1 adopt a non-predictable transmembrane alpha helical conformation. 

The secondary structure of the AapA1 peptide in membrane mimicking environment was first 

investigated using circular dichroism (CD) spectroscopy. For its structure analysis in membrane, we 

used a micelle composed of DPC as membrane mimicking interface. This type of interface is broadly 

used and very useful in liquid state NMR due to their intrinsic fast correlation time within the NMR 

time scale limits (Salgado et al., 2009a) (Gobl et al., 2010). We included up to 10% SDS in our DPC 

micelle to probe the effect of negative charges as they exist in natural membranes.. The results can be 

better appreciated by inspecting the CD in function of SDS molar fraction. With that, we could determine 

the optimal molar fraction of SDS to incorporate in the NMR samples. Without SDS, the line shape 

suggest a structuration of a β sheet peptide. The addition of SDS to the AapA1/DPC micelle decrease 

the minimum at 214 nm. The molar ellipticity get from (-37) with 0% SDS to (-29) with 10 % SDS 

without disturbing the β sheet signal (Fig. S1-A). Acquisition of NMR spectra showed poor a non-

optimal peak dispersion (Fig. S1-B). We estimate that only 30-40 % of proton can be assigned. An 

assignment of the 10 first residues was done by sequential walking in NH and Hα region. The other part 

of the peptide have missing peaks and/or are unassignable (Fig S1-C). To optimize the structural studies 

by NMR at high concentrations (1 to 2 mM), we carried out screening tests at different TFE/water ratios 

mixtures for AapA1, which is a solvent that mimics the apolar environment inside the membrane bilayer 

(Fig 4- A). We looked for a minimal ratio of TFE which prevents aggregation and precipitation in the 

NMR tube. The CD spectra indicated that the peptide adopted a define secondary structure. In particular 

the CD spectra at 100 % TFE displayed two minima around 209 and 222 nm, characteristic of α-helix 

structure. In contrast, these two minima disappeared to one minimum around 218 nm at 20 % TFE, 

indicating the transformation to a β-sheet structure (Fig 4 A). The formation of the β-sheet conformation 

can have as origin the aggregation and the formation of a complex as the NMR spectrum at 20% TFE 

are unexploitable, suggesting the presence of complex with correlation time higher than the allowed 

limit of Liquid State NMR. To avoid increasing the ambiguity of the NMR restrains from an aggregation 

of peptide, we settled the conditions to study the peptide in a ratio of 40 % TFE in 10 mM acetic acid, 

10 mM NaCl, 2 mM DTT at pH 4.7 (Buffer A). Under this conditions we induce the equilibrium towards 

a form of AapA1 peptide who’s correlation time in adequation with Liquid State NMR. Diffusion Order 

SpectroscopY (DOSY) was used to assess the oligomer state of AapA1, we used the viscosity and 

density parameter of 40 % (v:v) TFE/water solution at 303 K, previously described here (Palepu and 

Clarke, 1989), of 1.31 10-3 kg m-1 s-1 and 1.107 g cm-3. Experiment was carried out with a concentration 

of peptide ranging from 40 µm to 1 mM. The 1D 1H spectrum in buffer A at these concentration show 

one difference in AapA1 structuration, with the apparition of a peak around 8.5 ppm with increasing 

concentration. Overall, the remaining peaks in the spectra didn’t vary (Fig S3 A). DOSY experiment on 

1 mM AapA1 in buffer A lead to a coefficient diffusion of 1.42 ± 0.2 10-10 m2 s-1 using the peak of 

tryptophan imino proton. This diffusion value correspond to a spherical object of 4161 ± 400 Da. It 

differ from the theoretical value of 3.5 kDa of AapA1 peptide, this is explained by the fact that the 
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peptide in buffer A conditions does not behave as a spherical object, and includes the hydration shell as 

expected. Nevertheless, the peptide seems to be predominantly in the monomeric state (Fig S3 B). When 

the concentration was decreased to 40 µM, a diffusion coefficient of 1.39 ± 0.2 10-10 m2 s-1 was found 

which correspond to a spherical object of 4500 ± 400 Da (Fig S3 C). We decided to confirm this AapA1 

monomer state in buffer A by electron spray ionization mass spectrometry, which reveal without 

ambiguity the monomer state of AapA1. However a non-quantifiable part of dimer was find, but this 

amount is non detectable in our DOSY experiment so we ignore it in the NMR experiments (Data not 

shown). To simplify the task of structural calculations we used conditions described above where the 

peptide exist mostly in a monomeric state. Briefly from the NOESY and TOCSY spectra in buffer A, 

we identified all thirty residues. Ala2, present only once in AapA1, was used as starting point for the N-

terminal fragment assignment. Val-24, Val-25, and Val26, because of their distinct and consecutive 

connectivities which could be easily determined by Hα-HN and HN-HN cross peaks were used as C-ter 

starting point. Even if some peaks shared some overlapping, the connectivity pattern for the entire 

sequence was identified for AapA1 peptide in the NOESY spectra and with additional support from 

ROESY and 1H-15N HSQC spectra (Fig S4). Regular secondary structure elements are usually derived 

from a qualitative interpretation of the chemicals shifts in reference to those of random coils. Cα atoms 

in α-helices will tend to have positive secondary chemical shifts and Cα atoms in β-strands will tend to 

have negative secondary chemical shifts (Wüthrich, 1986). In addition the NOEs 3-bond Hα-HN, show 

that all types of NOEs defining an alpha helix can be found from Ser-9 to Leu-28 for peptide AapA1, 

including HN-HN consecutive connectivities, HN-HN(i,i+2), Hα-HN(i,i+3), Hα-HN(i,i+4). All taken 

together, the NMR spectra indicate that AapA1 peptide adopts an α-helical conformation which is not 

correlate with CD β sheet signal (Fig S5). With NMR data full completed we were able to go on 3D 

structures calculation of AapA1 peptide using ARIA/CNS software package. During the distance 

geometry optimization process, violations of constrains were analyzed and led to a re-examination of 

NOE data. Starting from approximatively 230 unambiguous and 90 ambiguous distance restrains and 

42 dihedral angle restrains derivate from chemical shift with Talos, the 3D structure was calculated and 

represented in Fig 4 B. AapA1 peptide consists of a helical segment from Ser-9 through Leu-28 with 

the N terminal side unfolded. The beginning of the alpha helix seems to start from Lys7 according the 

NOE’s residue interaction matrix, however the poor number of restraints present, does not support better 

opening and closing of the helical segment in this residue.  In order to have a better understanding about 

the interaction of the peptide with membrane-models we started in silico calculations of AapA1 

regarding the structuration it adopt according our structure. The alpha helical part is long enough to be 

transversally inserted in membrane and it adopt an amphipatic structuration with polar and apolar face 

and especially positive charge of Lys-16 and Lys-23 in one side. We followed by Molecular Dynamics 

AapA1 behavior on a model membrane composed by POPC lipids. Two distinct calculations were 

carried; in one case the peptide was transversally inserted in the membrane and in a second case it was 

left over the lipid surface in the interface with water. Simulation with AapA1 on surface do not lead to 
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an insertion of the peptide in the membrane, however the peptide stay immersed near the polar head-

groups of POPC by electric interaction between the positively charged residue with the negative charge 

of phosphate POPC. It is interesting to notice that the MD in the first case done with two peptides and 

after 20 ns of simulation they start to interact each other by the apolar C-ter part, in particular through 

the valine hydrophobic stretch at the end of the peptide (Fig S6). For the simulation where two peptides 

were transversally inserted in the membrane over the simulation time did not lead to an interaction of 

the two peptide present in the simulation box, and the two peptide are stable in this environment and 

stay in the membrane. This suggests that the membrane hydrophobic environment is able to suppress 

peptide-peptide interactions but this effect is not observed on the surface of membrane. The POPC 

membrane itself is not completely disturb by transient pore formation but we can see a loss of 

organization and thinning in the membrane due to two particular Lysine residues in positions 16 and 23. 

The side chain of these two Lysine adopt a “snorkel” conformation leading to the thinning of the 

membrane; the distance between two water molecule decrease from 3.48 Å from a membrane stable 

part, to 1.58 Å from the membrane at the Lysine neighboring (Fig 4 C). 
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Fig. 4. Structural study of AapA1 toxin in membrane mimicking environment. (A) Circular Dichroism 
spectra of AapA1 toxin in decreasing amount of trifluoroethanol (TFE). In red, the spectra of 70 µM 
AapA1 in 10 mM Acétic Acid, 1 mM DTT and 10 mM NaCl with 40 % TFE (v:v), settle as structure 
study condition. (B) Visualization of 15 overlapped calculated structure of AapA1 in 40 % TFE (v:v) 10 
mM Deuterated Acétic Acid, 2 mM DTT and 10 mM NaCl. Rmsd was shown for atom of the backbone 
only and for all atom of each residue. (C) Molecular Dynamics of AapA1 transversally inserted in POPC 
bilayer. AapA1 peptide alpha helix was represented in green with Lys16 and Lys23 side chain shown 
with sticks. Oxygen of water molecule was represented in red, and in purple.  
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Structural insight in AapA1-1 toxicity. 

The previous structural results evidence a possible hydrophobic patch that may be responsible for the 

phenomena of aggregation that we observe in vitro and in silico under buffer conditions. Having that in 

mind, we decided to introduce point mutations and truncations in the native peptide. According to the 

structure of the peptide previously calculated we can divide it in 3 parts; a disordered part comprising 

the first eight unfolded residues, the helical part that span from Ser-9 to Leu-28 and finally the C-ter 

comprising the charged amino acid Lys-29 and Arg-30. We first, decided to follow toxicity of AapA1 

truncated form, in order to see the importance of the unfolded Nter part, and the Cter charged part. 

Several construct of the peptide were designed with this objective; AapA1 1-30 1-29 and 1-28 for Cter 

discrimination, 9-30 for Nter discrimination, 9-29 and 9-28 for alpha helical part discrimination. The 

toxicity of this constructed were monitored in liquid media after overexpression of the peptide. The 

toxicity of the peptide is still present in the sequence 9-30 which are peptides that do not present anymore 

the disordered N-ter part, the increase of OD is slowed and arrested after 1h of IPTG addition. 

Comparing the OD kinetics we observe the same toxicity with constructs 1-29 that lacks the terminal 

Arg-30. Peptide 9-29 that consist only with the helical part of the 1-30 full length toxin, share this same 

behavior. 1-28 and 9-28 peptides do not present anymore this toxicity effect after overexpression of the 

peptide. This construct have been designed to have the terminal Lys-29 Arg-30 residues suppressed, and 

the OD reach a value ~5 in 3h post induction (Fig 5 A). According to our findings, the peptide terminal 

Lys-29 Arg-30 and especially terminal Lys-29 is the key for toxicity. The N-ter non-structured part is 

non-essential according our experiment. We decided to align AapA peptides that do not share the 

consensus length of 30 amino acid called AapA*. It reveals a conservation of only the ten first residue 

compare to 30 amino acid length consensus sequence. Only a minority of AapA* peptide have a 

conservation until amino acid 20 and two of them have a sequence homology up to amino acid 28; 

AapA1-1* of H. pylori SouthAfrica7 which have a Tyrosine and a stop codon at position 27 and 28 and 

AapA3-3* of H. pylori Shi112 which have an Isoleucine and a Serine at position 28 and 29 with an end 

of peptide 19 amino acid later. All these peptides are potentially nontoxic according their homology and 

our experiment on AapA1. Interesting AapA* is AapA1-2* of H. pylori F30. It have a sequence 

consensus until its end on amino acid 29. AapA1-2* of H. pylori F30 is potentially toxic as it still present 

a Lysine at position 29 similarly to truncated AapA1 1-29 (Fig S7). We then decided to characterize the 

alpha helical part, as the positioning of the terminal charged may be essential for the toxicity. We carry 

out an alanine scanning by mutating the amino acid 9 to 28 in parallel with bioinformatics analysis in 

sequence conservation. The mutation gives non toxic peptide for several position however the degree of 

non toxicity is different and can be seen both on solid and liquid media culture. Culture on plate show 

different size of colonies after overnight inducted growth. Non toxic control construct forms large 

colonies. Some position present colonies which smaller size compare to the non toxic control. All the 

other alanine mutation do not present visible colonies on plate like the positive control (Fig 5 B). 

Contrary to non toxic control, the alanine mutant showing small colonies on plate have a 2 step effect 
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in liquid culture. During approximatively the first 90 min after the induction the OD is increasing 

similarly to non toxic control and then start to slow and completely decreased for the last 90 min (Fig 

S8). This decreased in OD is absent or not so pronounce in the toxic Wildtype control. This effect seems 

to be linked to concentration of overexpressing hydrophobic peptide and we classified it as aspecific 

toxicity and consider that mutant showing colonies or growing during the first 90 min are non toxic. We 

added alignment of AapA peptide that present the consensus length of 30 amino acid in order to reveals 

the conservation of some position in the sequence. This alignment correlate with several position in 

alanine scanning; position 10, 14, 16, 19, 21 and 23. Two conserved position are still toxic after alanine 

mutation; position 9 and 13. At position 18 we can find both Serine or Alanine and a mutation of S18A 

in AapA1 do not present anymore toxicity. Finally, two position are difficult to predict by 

bioinformatics; position 15 and 26. At position 15 we can find Leucine Phenylalanine or Isoleucine and 

a mutation of AapA1 L15A is no more toxic, it is the same at position 26 where we can find Valine 

Phenylalanine or Leucine and AapA1 V26A is no more toxic too. This predominance of hydrophobic 

large residue are important as the mutation with smaller hydrophobic alanine trigger a non toxic 

phenotype. (Fig S9). Alignment, toxicity of truncated peptide and alanine scanning analysis point the 

importance of position in the peptide that we lead us to structurally characterize the V26A mutant in 

order to see if is still structurally identical to wildtype in membrane mimicking environment or if it 

adopts another structure as it still have all the other conserved residue, like the Lys-16 and Lys-23 or 

Gly-21 for example. We settle the study condition as for AapA1 in buffer A in order to be sure to have 

a monomeric form. The V26A peptide seems to aggregate much less than AapA1, visually observed in 

addition to analysis by UV-vis experiments. In addition using CD spectroscopy we observe that in buffer 

A the CD spectra profile of V26A presents the shape of an alpha helix with the two characteristic minima 

as opposing to AapA1 in the same buffer conditions (Fig S10 A). Chemical shift of NH cross peaks in 

HSQC spectra were used to follow chemical shift perturbation in the mutant V26A. We observed that, 

Leu-27 and Lys-23 suffered the most important modifications. Val-24 and Val-25 had suffered minor 

changes and the rest of amino acids the changes were negligible. The i+1, i-3 residue change are 

fingerprint of helical secondary structure. The new electronic environment of Ala-26 side chain disturb 

residues that are closed in space and helical re-arrangements allow to make this i+1, i-3 change (Fig 

S11). The non toxic V26A presents however a surface that is different at the alanine side chain that is 

sterically less incumbrant than the valine side chain. The assignment of the NOESY spectra was carried 

with the same starting point, e.g. we can see the same pattern of sequential walking of AapA1 V26A 

compare to AapA1 (Fig S12). However the quality of the sample lead to much more resolved spectrum 

which allows us to observe more crosspeaks. Approximatively twice distance restraints are derive from 

AapA1 V26A spectrum than AapA1 spectrum. Numerous NN (i; i+2) and αN (i; i+2) that were missing 

in AapA1 NOESY spectrum are present in the AapA1 V26A. As shown in CD spectra the residue 

interaction matrix display similarly to AapA1 a typical α-helix pattern confirmed by the structure 

calculated (Fig S13). The α-helix start at Ser9 to Leu28 and the first N-ter residues in an unfolded state. 
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We can notice some NOEs that indicate the formation of the α-helix starting from Lys7 as for AapA1. 

Concerning the charged residues, AapA1 V26A is less toxic with the same charge distribution 

suggesting that charge does not play a direct role in the AapA1 toxicity observed.  
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Fig. 5. Structural insight in AapA1 toxin. (A) Secondary structure representation of AapA1 with growth 
curve kinetics of Escherichia coli C43 LysS culture. In square representation AapA1 with the Nter 
disordered part the peptide, in circle representation AapA1 without the Nter disordered part. Withe 
square and circle represent AapA1 peptide without terminal KR. Grey square and circle represent 
AapA1 peptide without terminal R. Red square and circle represent AapA1 with terminal KR. (B) Helical 
wheel representation of AapA1 peptide with alanine mutant growth plate colonies. In red and green 
background the two side of the helix with alanine non toxic mutant presence. Each amino acid are 
represented with different size circle proportional to the side of the side chain. Colonies on plate are 
positioned similarly to the helical wheel projection with control culture in the center. (C) Mapping of 
the non toxic alanine mutant on AapA1 alpha helix part, AapA1 V26A sharing this structural 
arrangement with AapA1 Wildtype.  
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DISCUSSION 

In this work we experimentally characterize some biological effects of AapA1 toxin and we determine 

the biophysical characteristics and structural basis of its toxicity. The AapA1 peptide belongs to a large 

family of TA systems recently discovered in H. pylori. Indeed.its expression was previously reported to 

induce a strong growth arrest followed by a morphological change of rod-shaped bacteria into coccoid 

cells (Arnion et al., in preparation). 

AapA1 displays a minimal sequence for toxicity including the C-ter part  

One of the major characteristics of the AapA peptides identified in this study is that they share a 

consensus length of 30 amino acids. Furthermore we have shown that this size is correlated with toxicity. 

For instance we could rescue the toxic phenotype of AapA4 peptide by inserting a single nucleotide 

restoring the ORF to 30 amino acids. In fact we showed that the premature stop codon in AapA4 

generates a truncated peptide that lack the C-terminal part of the peptide. The sequence conservation 

analysis of the AapA peptides reveals that none of them have an insertion of sequence that conserve the 

C-terminal part unchanged. Most of mutations have introduced a premature stop codon, a single amino 

acid substitution or an insertion that have change the C-ter part of the peptide. This bioinformatic 

analysis suggested that except the 2 residues Lysine-Arginine at the C-terminal part, AapA peptides can 

withstand extensive mutations. Despite having a consensus length of 30 amino acids, we found, through 

sequence truncation experiments, that the length of this peptide can be further minimized to 22 residues. 

The first 8 residues at the N-terminal part can be removed without affecting the toxicity of the peptide. 

However the last 2 residues of the peptide can not be removed without compromising the toxicity of 

AapA. It is interesting to note that all AapA* shorter than 30 amino acid of H. pylori have lost this 

terminal charged residue except AapA1-2* of H. pylori F30. Peptide of 29 amino acids with a terminal 

Lysine or Arginine is typical of two type I toxin present in Escherichia coli i.e TisB (Steinbrecher et al., 

2012) and ZorO (Wen et al., 2014).The double basic residue at the C-ter part has been demonstrated to 

be important for phospholipid preliminary binding (Scheglmann et al., 2002). This Cter charge effect is 

observed on several membrane type I TA toxins, like LdrD with RK conserved residues (Kawano et al., 

2002),  SprG (Pinel-Marie et al., 2014) and BsrG (Jahn et al., 2012) with a double KK residue located 

at the C-ter for which a toxic effect at the membrane has been reported.  

Alpha helical domain of the AapA1 toxin targets inner membrane of H. pylori  

AapA1 toxin tagged with the SPA shows a strong localization at the inner membrane of H. pylori. The 

structure adopted by AapA1 toxin in membrane mimicking environment is organized in 3 domains. An 

Nter unfolded part, an alpha helical part and the charge Cter motif. The alpha helical part of AapA1 was 

determined by NMR and predicted by MD to be able to insert transversally in the bilayer although this 

characteristics was none predictable by bioinformatics sequence analysis due to the presence of polar 

residue. This part may be essential part of membrane interaction as found for numerous Type I toxin 
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(Brantl and Jahn, 2015). Fst toxin displays an alpha helical structure that is able to insert throughout the 

inner membrane (Gobl et al., 2010) like SprA1 (Sayed et al., 2012b) and TisB (Steinbrecher et al., 2012) 

for example. A reorganization of the membrane bilayer is induced by AapA1, at a concentration as law 

as nM range, undergoing an increase in the lipid surface area and a membrane thinning. Membrane 

disruption by hole is only visible at high concentration of 50 µM of the peptide as suggest by haemolysis 

experiment. The effect of this interaction do not severely damage the membrane as other membrane 

toxin (Zasloff, 2002). AapA1 toxin induce coccoid formation in H pylori which are spherical shaped 

form of the bacteria with absolutely no damage in their membrane ultra-structure (El Mortaji and De 

Reuse, unpublished) 

During the structural analysis of AapA1 toxin, we show the lack of importance of the N-ter unfolded 

part in AapA1 toxicity. It is a sub-domain of the AapA peptide that is highly variable in sequence 

compare to the rest of the peptide. Fst toxin which belong to Type I TA system have an alpha helical 

structure resolved in DPC micelle and it has the particularity to present an unfolded C-ter part that do 

not interact with the micelle (Gobl et al., 2010). N-ter of AapA1 only conserves a global positively 

charge, as Fst conserve a global negatively charge of its unfolded part (Weaver, 2015). This unfolded 

part is outside the membrane in our MD simulation and does not participate to the membrane thinning 

observed both in this simulation and with PWR. However the conservation of this positive charge in 

AapA1 may be important for localization with a partner as hypothesized with negative charge in Fst 

(Gobl et al., 2010). It is also possible that its existence is correlated to the sequence of the IsoA RNA. 

Indeed the first 8 amino acid of the peptides correspond to the first 24 nucleotides of the antitoxin. It is 

also possible that this peptide sequence correspond to an important region of regulation in the AapA 

mRNA (Arnion et al., in preparation).  

A specific amino acid pattern in the transmembrane domain is required for toxicity 

The importance of some position in the transmembrane alpha helical part suggests a pattern of lethality. 

The absence of toxicity in AapA1 V26A is somehow puzzling to us since the peptide retains exactly the 

same charge distribution. AapA1 V26A possess Trp-10 which is known to stabilize transmembrane 

alpha helix when place at the extremity of it (Killian et al., 1996), the terminal Lys-29 and Arg-30 that 

potentially play is role in membrane binding as AapA1. The key elements that could explain the loss of 

toxicity may lie in the subtle structural modifications observed after modifications of the hydrophobic 

patch. Alanine is less incumbrant, and with a global volume of Vr = 67 cubic Angstroms against 105 

for Valine it may reduce the steric clashes between side chains. The effect would stabilize the α-helix 

and making it more stable, when compared with the wild type. Indeed, upon inspection of the NOESY 

spectra, we observe more cross peaks at different levels including the relative strengthening of certain 

NH-NH cross peaks in residues such as Gly21-Cys22, V24-V25, Leu27-Leu28, Trp10-Lys11. In 

addition, the appearance of other cross peaks at different side chain levels is also observed. Altogether, 

the point mutation V26A seems that have enabled soft-rearrangements all along the peptide chain to 
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make it more stable, also observed in the RMSD in the final best structures of each peptide. The V26A 

mutant reveals that the toxin cannot act alone and AapA1 may form homo-oligomeric channel at low 

concentration (nM range) or imply a target for its toxic effect, as SidA for example (Modell et al., 2011). 

A charged distribution of amino acid is found in AapA1 with Lys-16, Lys-23 and Lys-29 in one side of 

the alpha helix. A mutation of Lys-16 or Lys-23 to Alanine lead to a non toxic peptide and the truncation 

of Lys-29 have a similar effect. The membrane permeability to small elements, like protons, by pore or 

channel formation have been described for TisB of type I toxin antitoxin system (Steinbrecher et al., 

2012). The depolarization of the membrane is due to the formation of a dimeric TisB channel all along 

the transmembrane alpha helix by the distribution of charged amino acid at one side (Walther et al., 

2013) that leads to the transport of protons via grotthuss mechanism (Steinbrecher et al., 2012). The 

absence of toxicity in AapA1 V26A may be due to a faulty/weak formation of an oligomeric form. 

Alteration of H. pylori membrane potential was revealed following an overexpression of AapA1 peptide 

and CCCP H+ decoupling lead to coccoid formation (Fig S15) suggesting that AapA1 could form an 

oligomeric channel depolarizing the membrane via a grotthuss mechanism. The AapA1 toxin present 

high similarity to the toxin ZorO (Wen et al., 2014) and TisB (Steinbrecher et al., 2012), the homology 

of certain residues at specific positions makes these toxins potential homologues (Fig S14). ZorO, as 

TisB, is a toxic peptide of 29 amino acids, ZorO has a predicted transmembrane fragment that begins at 

position 9 by a threonine and ends at position 28 by a leucine. The last residue is a lysine at position 29. 

The Nter non-helical part is generally hydrophilic with highly conserved residue such as a lysine at 

position 7. The charge distribution in the peptide follows the same pattern as AapA1 peptide with a 

charged residue in position 16, 23 and 29. However we do not find the Cter hydrophobic patch of AapA1 

toxins. ZorO displays a negative charge in position 26 in the middle of hydrophobic amino acids. The 

position 26 of AapA1 and maybe in ZorO is the most important. In ZorO a negative charge at this 

position may suggest that it interact with a positive charge of a second ZorO in order to form a channel 

as for TisB. Or in AapA1 this position 26 display a non charged residue. The structure of monomeric 

AapA1 V26A is exactly the same than the wild type. The lack of toxicity in the V26A may suggest that 

in this motif a hydrophobic interaction was substitute to a charged interaction to form oligomeric 

structure. The mode of action of these toxins may follow the depolarization model by proton transport, 

as proposed for TisB and its zipper charged motif. However the motif of AapA1 may show more than 

charged residue interaction with an alternative motif that also involves hydrophobic interactions.  
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MATERIAL AND METHODS 

Bacteria strains and media culture conditions. All bacterial strains used in this work are listed in 

Supplementary S3. Eschericia coli C43 (DE3) pLysS(Miroux and Walker, 1996) was used to monitor 

the toxicity of AapA1 in truncation and alanine scanning experiment. Escherichia coli strains were 

grown at 37°C in Luria-Bertani (LB) medium with shaking at 180 rpm. Antibiotics were added when 

necessary at the following concentration: 100 μg/ml ampicillin, 30 μg/ml chloramphenicol, 25 μg/ml 

kanamycin. Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), when used, was at a final concentration of 

0.25 mM  

Cloning. The sequence of AapA1 peptide and its truncated form, was amplified by single step PCR 

from genomic DNA (H. pylori 26695) and ligated into the NdeI and BamHI previously digested sites of 

pET-MCN plasmid listed in Supplementary Table S2 using oligonucleotides listed in Supplementary 

Table S1. PCR was performed with Phusion High-Fidelity DNA polymerase (ThermoFischer). PCR 

products and plasmids were digested with NdeI and BamHI restrictions enzymes (Promega). Ligation 

was done using T4 DNA ligase (Promega). Alanine scanning was carry out by site directed mutagenesis 

using end mutagenic and overlapping oligonucleotides listed in Supplementary Table S1. Subcloning 

Efficiency DH5a chemically competent cells (Invitrogen) were transformed with the ligation mixtures 

according to the manufacturer’s instructions. Plasmid DNA was purified by the SigmaAldrich kit 

according to the manufacturers’ instructions, and the presence of an appropriately sized band was 

confirmed by agarose gel electrophoresis. Inserts were then sequenced at Eurofins Laboratories 

(Germany) DNA was then introduced into homemade Eschericichia coli chemically competent cells. 

Microscopy. Done by    

Membrane Localisation. Done by    

AapA1, 3, 4, 5 and 6 toxicity in Escherichia coli. Done by Cynthia Sharma 

AapA1 AapA1-SPA toxicity in Helicobacter pylori. Done by Sandrine Chabas 

Materials. Peptide AapA1 was synthesized by Bachem® AG (Bubendorf, Switzerland) using classical 

solid phase synthesis (SPPS), the peptide is elongated starting from the C-terminus to the N-terminus of 

the sequence, Peptide Aap1 V26A was synthesized by Twenty first Century Biochemicals® (Marlboro, 

MA). This synthesis is followed by standard analytical package including mass spectrometric analysis 

and amino acid analysis. The purity of the peptide determined by RP-HPLC was superior to 95 %. 

Dodecyl phosphocholine (DPC), 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC), Cholesterol, 1,2-

Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE), 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-

glycerol) (DOPG), were purchased from Avanti Polar Lipids® (Alabaster, AL). 

Pasmon Waveguide Resonance. PWR (Proterion Corp. Piscataway, NJ) spectra were produced from 

a polarized CW laser (HeNe; λ= 632.8 and 543.5 nm). The prism are coated with SiO2 on top of a thin 
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metal film (Ag) producing a spectral angular resolution of 1 mdeg. Two simple lipid model systems 

were used to mimic the eukaryotic and bacterial membrane corresponding to DOPC/DOPE/Chol 

(2/1/1.5 mol/mol/mol) and DOPE/DOPG (7/3 mol/mol). After the formation of the planar lipid bilayer 

by the Montal & Mueller method that has been thoroughly described previously (Salamon et al., 1998) 

and after its stabilization, increasing amounts of peptide were added to the PWR cell sample with 

concentrations from the pM to the µM range. For each peptide addition the changes in the PWR spectra 

were followed for both polarizations, and we waited for the stabilization of the signal prior to the 

subsequent peptide addition. At the end of each experiment, the total amount of peptide in the cell 

reached a concentration superior to that of peptide bound to the membrane. The affinity constant were 

determined by following the changes in the resonance minimum position for each peptide added 

amounts and fitting by an hyperbolic function allows the determination of the affinity constants. Data 

were fitted (GraphPadPrism) through the following hyperbolic function that describes the binding of a 

ligand to a receptor, providing the dissociation constants: Y= (Bmax X) / (Kd+X). Bmax represents the 

maximum concentration bound, and Kd is the concentration of ligand required to reach half-maximal 

binding (Alves et al., 2004) 

Haemolysis. Erythrocytes were isolated from freshly drawn, human blood from a healthy patient with 

citric acid based anticoagulant and wash 3 times by a solution of PBSto dispose of the plasma. A 

centrifugation at 1500g during 10 min in 4°C is apply between each wash and erythrocytes was 

resuspended to 5 % (v:v) haematocrit in 1 mM DTT, 10 mM Acetic Acid and NaCl 0.9 % buffer after 

the third wash. Several concentration of peptide ranging from 1 µM to 100 µM was prepared in the 1 

mM DTT, 10 mM Acetic Acid and NaCl 0.9 % in order to have twice the desired concentration. The 

negative control was tested by adding only this buffer and positive control by adding 2% Triton X100 

in this same buffer. The test was carry out in a 1:1 (v:v) ratio of erythrocyte solution added to each 

sample solution diluted in final to 2.5% (v:v) haematocrit. The sample was incubated for 1h30 at 37°C 

with gentle shaking, and then each sample was centrifuged at 13000g for 5 min. The supernatant from 

each sample was measured at 570 nm. Percentage of haemolysis was determined as; % haemolysis= 

[(A-A0) / (Atotal-A0)] ×100 where A is the absorbance of the test, A0 the absorbance of the negative 

controls, and Atotal the absorbance of 100% haemolysis wells. The absorbance measurement was 

repeated three times and the average values are used. 

Circular Dichroism. Far-UV CD experiments were recorded on a J-815 spectropolarimeter with a 

peltier unit (Jasco, Tokyo Japan). Spectra were acquired at 303K with a response time of 1s and a step 

resolution of 0.5 nm with a scanning speed of 50 nm/min. A Quartz-Silicate cuve with the pathlength of 

0.1 cm was used. Seven spectra were averaged to obtain smooth spectra and the background was 

corrected. The signal was finally processed with a Savitsky-Golay smoothing filter with 25 points. A 

diluted series of TFE by water was carried out in 10 % (v:v) steps. A concentration of 70 µM of peptide 

was used at the start 100 % TFE in 10 mM Acétic Acid, 1 mM DTT and 10 mM NaCl and diluated by 
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the same salts water buffer in each steps. For micelle experiment, CD spectra were obtained on a 70 µM 

of peptide and in a ratio of 1:60 (mol:mol)  with DPC which correspond to a ratio of one peptide for one 

micelle according the aggregation number of DPC and its CMC of 1.1 mM. The solution was sonicated 

for 5 min and then equilibrated for 15 min in 303K before the measure. A buffer consisting with 10 mM 

Acetic acid, 1 mM DTT and 10 mM NaCl was used. The pH of all solution was checked in a PH 211 

microprocessor pH meter (Hanna® instruments) to 4,7.  

NMR spectroscopy. A quantity of 2 mg of peptide AapA1 or AapA1 V26A were dissolved in a 40 % 

(v:v) d3-TFE solution, 10% (v/v) D2O and buffered by 10 mM deuterated Acetic acid, 10 mM DTT and 

10 mM NaCl in a standard 5 mm Shigemi® tube. The pH 4.7 was checked directly in NMR tube using 

a PH 211 microprocessor pH meter (Hanna® instruments). All NMR spectra were acquired on a 

Bruker® Advance 700 MHz and 800 MHz NMR spectrometer equipped by a TXI triple resonance 

1H/15N/13C/2H and z-axis gradient standard probe for 700Mhz and cryoprobe for the 800Mhz. 

Chemical shifts were referenced relative to internal H2O. Spectra were acquired using temperatures of 

303 K. TOCSY (120 ms), NOESY (250 ms) and HSQC were processed using the standard programs 

TopSpin 3.2 (Bruker®). Self-diffusion coefficients were measured at 303 K by acquering a serie of 12 

pulsed-gradient stimulated echo spectra with variation of gradient strength from 10% to 90%. DOSY 

were processed using DOSYToolbox software (Nilsson, 2009). Molecular weight of peptide was 

calculated using viscosity of 40% TFE and method described here (Evans et al., 2013). The resonance 

assignments of each amino acid were distinguished by their distinct spin systems in 2D 1H-1H 

homonuclear experiments NMR spectra. The scalar connectivity between NH, Hα and side chain protons 

were established by TOCSY spectra-type. The second procedure is main chain directed sequence 

analysis, which involves the identification of inter-residue NH-Hα-Hβ patterns which characterize 

secondary structure elements. In this step, several residues unassigned in the first step can be identified 

with consecutive NOE links. In the fingerprint region of the TOCSY recorded with a mixing time of 80 

and 120 ms, all NH-Hα cross peaks corresponding to each residue, except for Hα of residues Met-1, 

Asn-8 and His-5. Sequential assignments were obtained from NOESY spectrum recorded with a mixing 

time of 50 and 250 ms. Most of NOEs involved in this experimental condition are HN-HN and Hα-HN 

connectivity's between consecutive residues. 

Structure calculation. Peaks volume of manually assigned NOESY spectra were converted by ARIA 

into distant restraints using the built-in distance method with a minimum distance correction of 1.8 Å 

and a maximum distance correction of 6.00 Å. All intra residual restraints are discarded and only inter-

residual restraints were used for structure calculation. Additionally φ and ψ angle restraints were obtain 

using chemical shift of amide, amide proton and α proton by the plug-in TALOS.  Both NOEs and 

dihedral-angle restraints were used as experimental input for the full simulated annealing structure 

calculation method using the ARIA/CNSsoftware package. A total of 8 iteration step was settled with 

2000 structure calculated for the last iteration and the 15 lowest energies structure was submitted to a 
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water refinement dynamics simulation. The Network Anchoring filtering was used for the 4 first 

iteration and then discard. The dynamics use a Cartesian model with steps of 0.005 ps with two 

intermediate cooling temperatures from 2000 K to 1000 K with 5000 steps and from 1000 K to 50 K 

with 10000 steps Molecular graphics and analyses were performed with the UCSF Chimera package 

(Pettersen et al., 2004) 

Molecular Dynamics. Done by Alexander Vogel 
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Fig. S1. Peptide AapA1 in DPC/SDS micelle. (B) HN Halpha region of 1H NOESY spectrum of AapA1 
in DPC/SDS (5% SDS mol:mol) mixed micelle. Sequential assignment of cross peak of amino acid i and 
i+1 and numbered as represented in the primary sequence on bottom. (C) Assignment graphic view of 
AapA1 peptide with highlighted connectivities depicted in green line by CCPNMR software  
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Figure S2. Comparison between 1H- 1H NOESY spectra of pepA1 in 40 % TFE, left panels, and in DPC:SDS (98:2 

%), right panels. In red we can appreciate the partial or total loss of some important medium-long range 

correlations such as S18 Hb3 with F19 HN or between I17 Hα and L20 HN. Together with the inspection of HN 

HN correlations disruption we anticipate a loss of α-helix content in the DPC:SDS micelle around 50%. Since the 

peak overlap in the micelle environment is more severe and the signal to noise ration much more reduced we did 

successfully calculate the 3D structure.   
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Fig. S3. Diffusion Order SpectroscopY (DOSY) on AapA1 peptide in buffer A. (A) Representation of the 
amide proton area of 1D 1H experiment on decreasing concentration of AapA1. The disappearance of 
a peak with decreasing concentration was shown in the dotted box. (B) DOSY experiment on 0.04 mM 
of AapA1 peptide in buffer A. (Left) Contour representation of 1D 1H spectra function of diffusion 
coefficient. In the red box the tryptophan side peak used for calculation of diffusion coefficient (Right) 
Amplitude of the peak followed function of Gradient strength. In light red the peak of Tryptophan side 
chain and in dark red the peak of trifluoroethanol. (C) DOSY experiment on 1 mM of AapA1 peptide in 
buffer A. (Left) in the red box the peak used for calculation of the diffusion coefficient. (Right) In light 
red the data used for calculation of the diffusion coefficient of the peak in the red box. 
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Fig. S4. 1H and 15N 2D spectrum of AapA1 in buffer A. Each peak were attributed on HSQC spectrum 
with in dark letter the peak of the backbone and in grey letter the peak of the side chain. Sequential 
walking of connectivity were represented for 1H NOESY cross peak of amino acid i an i+1 and 
numbered as represented in the primary sequence on top. 
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Fig. S5. Connectivity derived from 1H NOESY spectra of AapA1 in buffer A represented by CCPNMR software. 
(A) Secondary structure chart of AapA1. Each line represents a cross peak between each amino acid depicted 
according the nature of proton involved. Deviation of Halpha chemical shift from each amino acid was represented 
compare to Ha of random structure. (B) Residue interaction matrix derived from 1H NOESY spectra. Each square 
represent a connection of the two amino acid, the color code represent the number of interaction in the NOESY 
spectrum.  
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Fig. S6. Molecular Dynamics of AapA1 peptides outside the membrane as starting point. The starting 
interaction of the Cter part of the two monomer was depicted with green line, by apolar amino acid 
depicted in orange red.  
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Fig. S7. List of AapA* peptide of Helicobacter pylori strains. The sequence conservation compare to 
AapA peptide of Helicobacter pylori stains is outlined by orange/red box all along the sequence of each 
peptide. In bold the LY aa coded in complementary strands of the asRNA antitoxin promoter 
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Fig S8 Alanine scanning on AapA1 toxin. (A) Primary sequence of AapA1 toxin. In red AapA1 full length 
noted 130. In blue AapA1 without terminal KR noted 128. In grey the alpha helical part of AapA1 toxin. 
A star represent every Alanine mutated position, a blue star represent non toxic Alanine position and a 
red star toxic Alanine position. (B) Growth kinetic of AapA1 Alanine mutant on Escherichia coli C43 
(DE3) LysS. The arrow indicate the time of IPTG addiction for a final concentration of 0.25 mM.  
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Fig. S9. Alignment of AapA peptide of Helicobacter pylori strains. Conservation of amino acid are 
outlight by grey scale color. The mean hydrophobicity and the mean isoelectric point are displayed on 
top of the sequence logo. AapA peptide are group by subclass, AapA1 in orange, AapA3 in green, AapA5 
in blue and AapA6 in purple. AapA hybrid are not colored.  
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Fig. S10. (A) Circular Dichroism spectra of AapA1 V26A (blue) compare to AapA1 (red) in 40 % TFE 
(v:v) 10 mM Deuterated Acétic Acid, 2 mM DTT and 10 mM NaCl. (B) Visualization of 15 overlapped 
calculated structure of AapA1 V26A in 40 % TFE (v:v) 10 mM Deuterated Acétic Acid, 2 mM DTT and 
10 mM NaCl. Rmsd was shown for atom of the backbone only and for all atom of each residue  
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Fig. S11. Chemical shift variation of AapA1 V26A compare to Wildtype. (A) Overlay of HSQC spectrum 
of AapA1 (blue) and AapA1 V26A (red). An arrow indicate the shift of crosspeak of the most varying 
amino acid. (B) Visualization of the alpha helix on AapA1 (left) and AapA1 V26A (right) at position 26. 
In green representation of hydrogen bonds and in purple the closest NH bond to position 26 side chain 
(C) Histogram representation of the variation of Chemical shift at all position of AapA1 V26A compare 
to AapA1 derived from HSQC spectrum. 
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Fig. S12. 1H and 15N 2D spectrum of AapA1 V26A in buffer A. Each peak were attributed on HSQC 
spectrum with, in dark letter the peak of the backbone, and in grey letter the peak of the side chain. 
Sequential walking of connectivity were represented for 1H NOESY cross peak of amino acid i an i+1 
and numbered as represented in the primary sequence on top. 
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Fig. S13. Connectivity derived from 1H NOESY spectra of AapA1 V26A in buffer A represented by 
CCPNMR software. (A) Secondary structure chart of AapA1. Each line represents a cross peak between 
each amino acid depicted according the nature of proton involved. Deviation of Halpha chemical shift 
from each amino acid was represented compare to Ha of random structure. (B) Residue interaction 
matrix derived from 1H NOESY spectra. Each square represent a connection of the two amino acid, the 
color code represent the number of interaction in the NOESY spectrum. 
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Fig S14 Bio informatics analysis of AapA1 toxin. Alignment of TisB (left) ZorO (middle) and AapA1 
(right) Charge pattern in one side of the helix is highlighted at the bottom.   



 
120 

 

 

 

Figure S15: Effect of AapA1 expression on membrane potential. Sample were treated by 1µM of DIOC-
5 membrane potential dye after 8h or 24h of Helicobacter pylori B128 culture (A) Microscopy pictures 
of Helicobacter pylori B128 culture upon expression of AapA1 toxin (pA1) or not (pA1*). The DIOC-5 
staining pattern is disturbed upon expression of AapA1 with a loss of green fluorescence intensity in 
coccoid cell compare to the negative control with no AapA1 peptide in rod bacteria. (B) Fluorescence 
intensity of DIOC-5 upon disruption of membrane potential by CCCP. The membrane potential 
disruption is correlated to the coccoid cell shape transition with more than 90% of bacteria in coccoid 
form after 2 hours of CCCP treatment (right) compare to the treatment without CCCP (left)  
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Table S1: DNA oligodesoxynucleotides 

In blue box; the mutation inserted. In yellow box; the sequence of restriction site used. 
Name Sequence 5’ to 3’ Description 
FD213 CACACATATGGCTACCAAACATGGCAAAAAC 

AapA1 atg start 
(pILL2157bis) 

FD680 CACAGGATCCCTACCGCTTCAATAAAACAAC 
AapA1 stop end 
(pILL2157bis) 

FD212 CACACATATGGCTACCAAACATGGCAAAAACTCTTGGAAAACCTTGTACCTCAAAATTTC 
AapA1 atg start-iso mut 

(pILL2157bis) 

FD591 CACAGGATCCTGGCTTTGGAGATGATGAGT 
AapA1 3’UTR 
(pILL2157bis) 

FD875 GAATCATATGTCTTGGAAAACCTTGTACCTC 
AapA1 truncation S9 

start (pET-MCN) 

FD876 GAATGGATCCCTACCGCTTCAATAAAACAAC 
AapA1 truncation R30 

end (pET-MCN) 

FD877 GAATCATATGGCTACCAAACATGGCAAAAAC 
AapA1 truncation M1 

start (pET-MCN) 

FD878 GAATGGATCCCTACAATAAAACAACAACTTTACAC 
AapA1 truncation L28 

end (pET-MCN) 

FA044 GAATGGATCCCTACTTCAATAAAACAACAAC 
AapA1 truncation K29 

end (pET-MCN) 

FA015 AAACATGGCAAAAACGCTTGGAAAACCTTGTACCTCAA 
AapA1 S9A alanine 

scanning (pET-MCN) 

FA016 GTACAAGGTTTTCCAAGCGTTTTTGCCATGTTTGGTAG 
AapA1 S9A alanine 

scanning (pET-MCN) 

FA017 CATGGCAAAAACTCTGCTAAAACCTTGTACCTCAAAAT 
AapA1 W10A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA018 GAGGTACAAGGTTTTAGCAGAGTTTTTGCCATGTTTGG 
AapA1 W10A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA019 GGCAAAAACTCTTGGGCTACCTTGTACCTCAAAATTTC 
AapA1 K11A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA020 TTTGAGGTACAAGGTAGCCCAAGAGTTTTTGCCATGTT 
AapA1 K11A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA021 AAAAACTCTTGGAAAGCTTTGTACCTCAAAATTTCATT 
AapA1 T12A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA022 AATTTTGAGGTACAAAGCTTTCCAAGAGTTTTTGCCAT 
AapA1 T12A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA023 AACTCTTGGAAAACCGCTTACCTCAAAATTTCATTTTT 
AapA1 L13A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA024 TGAAATTTTGAGGTAAGCGGTTTTCCAAGAGTTTTTGC 
AapA1 L13A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA025 TCTTGGAAAACCTTGGCTCTCAAAATTTCATTTTTGGG 
AapA1 Y14A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA026 AAATGAAATTTTGAGAGCCAAGGTTTTCCAAGAGTTTT 
AapA1 Y14A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA027 TGGAAAACCTTGTACGCTAAAATTTCATTTTTGGGGTG 
AapA1 L15A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA028 CAAAAATGAAATTTTAGCGTACAAGGTTTTCCAAGAGT 
AapA1 L15A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA029 AAAACCTTGTACCTCGCTATTTCATTTTTGGGGTGTAA 
AapA1 K16A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA124 CCCCAAAAATGAAATAGCGAGGTACAAGGTTTTCCAAG 
AapA1 K16A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA031 ACCTTGTACCTCAAAGCTTCATTTTTGGGGTGTAAAGT 
AapA1 I17A alanine 

scanning (pET-MCN) 

FA032 ACACCCCAAAAATGAAGCTTTGAGGTACAAGGTTTTCC 
AapA1 I17A alanine 

scanning (pET-MCN) 
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FA033 TTGTACCTCAAAATTGCTTTTTTGGGGTGTAAAGTTGT 
AapA1 S18A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA034 TTTACACCCCAAAAAAGCAATTTTGAGGTACAAGGTTT 
AapA1 S18A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA125 TACCTCAAAATTTCAGCTTTGGGGTGTAAAGTTGTTGT 
AapA1 F19A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA126 AACTTTACACCCCAAAGCTGAAATTTTGAGGTACAAGG 
AapA1 F19A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA127 CTCAAAATTTCATTTGCTGGGTGTAAAGTTGTTGTTTT 
AapA1 L20A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA128 AACAACTTTACACCCAGCAAATGAAATTTTGAGGTACA 
AapA1 L20A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA220 AAAATTTCATTTTTGGCTTGTAAAGTTGTTGTTTTATT 
AapA1 G21A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA221 AACAACAACTTTACAAGCCAAAAATGAAATTTTGAGGT 
AapA1 G21A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA222 ATTTCATTTTTGGGGGCTAAAGTTGTTGTTTTATTGAA 
AapA1 C22A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA223 TAAAACAACAACTTTAGCCCCCAAAAATGAAATTTTGA 
AapA1 C22A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA129 TCATTTTTGGGGTGTGCTGTTGTTGTTTTATTGAAGCG 
AapA1 K23A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA130 CAATAAAACAACAACAGCACACCCCAAAAATGAAATTT 
AapA1 K23A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA131 TTTTTGGGGTGTAAAGCTGTTGTTTTATTGAAGCGGTA 
AapA1 V24A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA132 CTTCAATAAAACAACAGCTTTACACCCCAAAAATGAAA 
AapA1 V24A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA133 TTGGGGTGTAAAGTTGCTGTTTTATTGAAGCGGTAGGG 
AapA1 V25A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA134 CCGCTTCAATAAAACAGCAACTTTACACCCCAAAAATG 
AapA1 V25A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA224 GGGTGTAAAGTTGTTGCTTTATTGAAGCGGTAGGGATC 
AapA1 V26A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA225 CTACCGCTTCAATAAAGCAACAACTTTACACCCCAAAA 
AapA1 V26A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA226 TGTAAAGTTGTTGTTGCTTTGAAGCGGTAGGGATCCGA 
AapA1 L27A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA227 TCCCTACCGCTTCAAAGCAACAACAACTTTACACCCCA 
AapA1 L27A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA228 AAAGTTGTTGTTTTAGCTAAGCGGTAGGGATCCGAAAA 
AapA1 L28A alanine 
scanning (pET-MCN) 

FA229 GGATCCCTACCGCTTAGCTAAAACAACAACTTTACACC 
AapA1 L28A alanine 
scanning (pET-MCN) 

 

Table S2: Plasmids 

Name Description/Generation Origin/marker Reference 

pET-MCN pET Derived (Novagen) plasmid ColEI / AmpR (Romier et 
al., 2006) 

pILL2157bis 
pHeL2 derived plasmid with LacIq-pTac system 

of Escherichia coli under control of Helicobacter 
pylori promoter 

ColEI / CmR (Boneca et 
al., 2008) 

pA1 pILL2157bis with AapA1-isomut sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / CmR This study 
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pA1-SPA 
pILL2157bis with AapA1-isomut sequence of 

Helicobacter pylori 26695 and a SPA tag at Cter 
side 

ColEI / CmR This study 

pA1 130 pET-MCN with AapA1-isomut sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / AmpR This study 

pA1 930 pET-MCN with AapA1 S9 to R30 sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / AmpR This study 

pA1 129 pET-MCN with AapA1 M1 to K29 sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / AmpR This study 

pA1 929 pET-MCN with AapA1 S9 to K29 sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / AmpR This study 

pA1 128 pET-MCN with AapA1 M1 to L28 sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / AmpR This study 

pA1 928 pET-MCN with AapA1 S9 to L28 sequence of 
Helicobacter pylori 26695 ColEI / AmpR This study 

pA1 9,..,28 
pET-MCN with AapA1-isomut sequence of 

Helicobacter pylori 26695 and alanine mutant at 
position numbered 

ColEI / AmpR This study 

 

Table S3: Bacterial Strains 

Genus Name Descrpition Reference 

Escherichia 
coli C43(DE3)pLysS F – ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) 

pLysS (CmR) 

(Miroux 
and 

Walker, 
1996) 

Escherichia 
coli 

DH5 
α 

F-φ 80 lacZ ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 
end A1 hsdR17 (rk-, mk+) gal-phoA supE44 λ-

thi-1 gyr A96 relA1 
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4 Chapitre 3 : L’étude par Résonnance 
Magnétique Nucléaire de AapA1-1 en interface 
membranaire artificielle 

L’étude structurale des protéines membranaires est un atout pour comprendre leurs fonctions 

biologiques. Cependant, l’étude par RMN peut s’avérer difficile, surtout pour les protéines 

membranaires de grand poids moléculaire, les toxines membranaires ou les peptides agrégeant en 

général comme les betas amyloïdes. Les difficultés sont nombreuses et variées à chaque étape du 

processus d’étude structurale. Dans un premier temps, la quantité nécessaire de production de protéine 

recombinante marquée (13C et/ou 15N) est plus difficile à atteindre que pour des protéines solubles. La 

purification succédant à cette étape est aussi problématique, ceci dut à un défaut de solubilisation en 

solution aqueuse, environnement majeur des méthodes de purification par affinité. L’ajout de détergent 

est souvent nécessaire pour pallier ces problèmes, en tenant compte que le type de détergent ou de lipides 

utilisés, doit être soigneusement sélectionnés afin de retrouver la structuration adéquat de la protéine ou 

du peptide étudié. Une fois l’échantillon prêt il faut tenir compte du fait que le système lipidique 

augmente la taille effective du complexe, ce qui se traduit par une augmentation du temps de corrélation 

et une diminution du temps de relaxation transverse. Ces facteurs étant limitant en RMN du liquide. Un 

peptide de 2 à 4kDa en complexe avec une micelle de SDS présente des temps de relaxation similaires 

à une protéine soluble de 10 à 20kDa (Prosser et al., 2006). Pour favoriser l’étude l’utilisation de solvant 

organique permet au peptide d’avoir un temps de corrélation favorable à la RMN du liquide. Cependant 

l’utilisation de tel solvant n’est pas très bien accepté par la communauté d’étude des protéines 

membranaires, lors des études d’activités ou impliquant de structures quaternaires. Par exemple la forme 

active du canal KcsA, est un tétramère dont la structure fonctionnelle est rompu par une solution de 50% 

TFE mais stable durant des mois dans une solution 2% SDS. Le monomère de KcsA en 50% TFE est 

cependant similaire en structure, sur le squelette peptidique, avec chaque monomère du tétramère 

(Valiyaveetil et al., 2002). L’information biologique du processus étant en corrélation avec les 

expériences biochimique, l’utilisation de détergents est donc relevant et accepté dans l’étude des 

protéines membranaires. De fait, nous souhaitons produire le peptide AapA1-1 en grande quantité 

biologique (de l’ordre du mg) et de façon marquée au 15N et 13C afin de pouvoir étudié le peptide par 

RMN. Dans cette approche avec peptide marquées, nous pouvons effectuer toutes nos études dans des 

interfaces membranaires composées de lipides ou de détergent non deutérés. Nous limitons ainsi le coût 

de chaque échantillon RMN. L’autre choix possible avec une insertion du peptide non marqué, nous 

oblige à utiliser des interfaces membranaires deutérées. Un peptide non marqué limite le nombre 

d’expérience possible en RMN à celle du proton et limite aussi le choix des interfaces membranaires, 

étant donné le coût prohibitif de certains lipides dans leurs formes deutérés. Une recherche de conditions 

de production et purification nous permettant d’atteindre ces quantités nous permettra d’envisager des 
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études structurales sur AapA1-1 et ces mutants non toxiques par RMN du solide dans l’expérience de 

PISEMA. Ceci nous permettra de connaitre l’orientation de l’hélice α qui le compose dans la bicouche 

membranaire ainsi que son état d’oligomerisation. Ces deux caractéristiques nous permettrons de mieux 

appréhender les hypothèses de mécanismes d’action de la toxine.  

  



 
126 

 

4.1 Expression et purification du peptide AapA1-1 

4.1.1 Matériel et Méthodes 
Chaque construction est réalisée afin d’obtenir le plus possible la séquence sauvage du peptide après 

purification. Le peptide AapA1-1 fait 30 acides aminés et chaque ajout d’acide aminé dans sa séquence 

peut être un problème pour sa structuration ou son activité. De fait, nous choisissons le plus possible des 

constructions avec des sites de coupures dont le clivage se fasse efficacement et sans laisser d’acides 

aminés supplémentaires. Etant donné la nature des plasmides utilisées, ces constructions seront basées 

sur une stratégie de purification en deux étapes; une première étape de coupure enzymatique de 

l’étiquette principale de purification par affinité, suivie d’une deuxième étape de clivage chimique plus 

précis afin d’obtenir la séquence sauvage. Le produit de ce clivage sera soumis à une purification 

classique sur peptide par HPLC.  

4.1.1.1 Clonage 
Les plasmides pLIC His ou pLIC GST (Cabrita et al., 2006) pET15 (offert par le Dr Sébastien Fribourg) 

et pET28 (offert par le Dr Cameron Mackereth) sont obtenus à partir de colonies d’Escherichia  coli le 

contenant. Une colonie est reprise dans 5 mL de milieu LB et le tout est incubé une nuit à 37°C sous 

agitation rotative. Les plasmides sont ensuite extraits en réalisant une minipréparation grâce au kit 

GenElute Plasmid Miniprep Kit. La concentration en plasmide obtenue est lue au spectrophotomètre 

Nanodrop. Le plasmide obtenu est ensuite digéré par l’enzyme de restriction SacII pour les plasmides 

pLIC, NdeI et BamHI pour le plasmide pET15 et NcoI et BamHI pour le plasmide pET28 (Fermentas). 

Environ 500ng de chaque vecteur sont digérés par 1,2 unités d’enzyme en présence de dTTP et de T4 

DNA polymérase (Fermentas) pour les inserts pLIC et avec la Phosphatase alkaline FastAP (Fermentas) 

pour les inserts pET, de DiThioThréitol (1µL à 100mM) et de tampon 5X (4µL) recommandé par le 

fabriquant de l’enzyme. La réaction se tient dans un volume final de 20µL. Elle se déroule à température 

de 37°C pendant 30 minutes. Elle est ensuite suivie d’une inactivation pendant 20 minutes à 85°C. Les 

tubes sont centrifugés pendant 1 minute à 13000rpm. Le produit de la digestion est ensuite purifié dans 

un gel à 0,8% d’agarose, préparé dans du tampon Tris Borate EDTA (Tris 44,5mM, Borate 44,5mM, 

EDTA 1mM, pH 8,3, noté TBE 0,5X pour la suite) additionné d’1µL d’une solution de Bromure 

d’Ethidium (10mg/mL dans de l’eau, E1510 Sigma Aldrich, noté BET pour la suite). Le marqueur de 

taille utilisé est le GeneRuler 1kb Plus (Fermentas 0,1µg/µL). Le tampon de charge (6X Loading Dye, 

Fermentas) est dilué au sixième avec les échantillons. La migration est réalisée à 100V dans du tampon 

TBE 0,5X pendant 30 minutes environ. La migration des échantillons est révélée sous une lumière UV. 

La bande qui contient le vecteur digéré est récupérée et extrait du gel grâce au QIAquick Gel Extraction 

Kit (QIAGEN). Digestion par SacII et la T4 DNA polymérase permettent de créer deux extrémités 

sortantes dans le vecteur de 13 et 14 bases respectivement pour les plasmides pLIC, ce qui va permettre 

la réaction d’hybridation spécifique avec l’insert. Les plasmides pET15 et pET28 sont quant à eux ouvert 

sur les deux sites NdeI et BamHI et NcoI et BamHI respectivement. Pour le clonage dans les vecteurs 
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d’expression générés, la production des inserts par PCR avec les amorces spécifiques de chaque 

construction est réalisée. Les inserts (AapA1-1 et AapA1-1 V26A) sont contenus dans des plasmides 

pILL2157. Les inserts AapA1-1/GST et AapA1-1/YFP sont eux construit par PCR fusion. Les amorces 

utilisées sont spécifiques de chaque construction et produite par PCR avec une température 

d’hybridation et un temps d’élongation spécifique à chaque insert. 0,5µL de minipréparations des 

plasmides sont utilisés pour la réaction de PCR. A ce volume sont ajoutés 5µL d’amorce Forward 

(Eurofins, 10pmol/µL) et 5µL d’amorce Reverse spécifique à chaque amplification. 2µL de dNTP 

(10mM) et 20µL de tampon (5X recommandé par le fournisseur) sont aussi nécessaires. 1µL de la Taq 

Phusion de Finnzymes est ajouté en dernier. La réaction se tient dans 100µL. Les PCR fusions sont 

réalisé en deux étapes avec une étape préliminaire de réalisations d’insert chevauchant. Nous aliquotons 

ensuite ces préparation en 50µL dans des tubes de PCR. Les produits de PCR sont purifiés dans un gel 

à 0,8% d’agarose, préparé dans du tampon TBE 0,5X additionné d’1µL de BET (Sigma). La migration 

se fait à 100V dans du tampon TBE 0,5 X  pendant 20 minutes environ. La bande qui contient les 

fragments de PCR est récupérée avec un scalpel grâce à une lampe UV et l’insert pur est extrait du gel 

grâce au QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Les produits de PCR purifiés sont  finalement traités 

avec la T4 DNA polymérase (Fermentas) pour les clonages dans pLIC et avec NdeI ou NcoI et BamHI  

et la phosphatase alkaline FastAP (fermentas) pour les clonages pET15 et pET28. Environ 0,2pmol 

d’insert sont digérées par 1,2 unités d’enzyme en présence de dATP pour les inserts pLIC et sans pour 

les inserts pET (0,5 µL à 100mM), de DiThioThréitol (1µL à 100mM) et de tampon 5X (4µL) 

recommandé par le fabriquant. La réaction se tient dans un volume final de 20µL. Elle se déroule à 

température de 37°C pendant 30 minutes. Elle est ensuite suivie d’une inactivation de la polymérase 

pendant 20 minutes à 85°C. Les tubes sont centrifugés pendant 1 minute à 13000rpm. La réaction de 

clonage nécessite 0,02pmol d’insert préparé et 20 à 50ng de vecteur préparé. Cela revient à mélanger 

dans un tube 1µL de la solution de vecteur préparée avec 2µL de la solution d’insert. Le clonage se fait 

en 5 minutes à température ambiante. Au bout de 5 minutes, on ajoute 1µL d’EDTA pour stopper 

l’action des DNases qu’il pourrait y avoir dans le milieu. Pour produire le vecteur cloné, on transforme 

des bactéries chimio-compétentes. Les cellules compétentes (Escherichia coli One Shot Top10 

d’Invitrogen) utilisées sont aliquotés par 50 µL  à -80°C. Un choc thermique de 42°C pendant 30s est 

réalisé sur volume de 4µL du mélange d’hybridation (vecteur + insert) suivit d’un temps de pose de 5 

min à 4°C. Nous ajoutons 200µL de milieu SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) à 

chaque tube et incubons 1 heure à 37°C dans un incubateur à agitation orbitale. Nous étalons ensuite sur 

boîte de Pétri milieu LB agar contenant l’antibiotique de sélection du plasmide et incubons ensuite toute 

une nuit à 37°C une fois que la boîte est sèche. Les plasmides préparés à partir des clones de cette culture 

sont vérifiés par séquençage chez Eurofins. Les plasmides avec une étiquette coté Nter sont les 

plasmides pLIC His pour l’étiquette 6-Histidines et le pLIC GST pour l’étiquette GST. Dans les deux 

cas la libération de l’étiquette se fait par une coupure grâce au site TEV (ENLYFQ/G) inséré en amont 

du peptide AapA1-1 qui a le défaut de laisser quatre acides aminés supplémentaires coté P’ selon la 

http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression
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nomenclature utilisée, à savoir la séquence P1’-Gly P2’-Ala P3’-Ala et P4’-Ser avant la P5’Met initiale. 

Cependant un clivage au CNbr peut être réalisé, celui-ci clivant les liaisons avec des Met en position 

P1. Ceci à le désavantage de laisser un peptide de 29 acides aminés sans la Met en position P1 et plaçant 

l’Ala en position P1’Figure 15. 

 

Figure 15 Clonage AapA1-1 avec tag coté Nter. (A) La séquence de l’insert du peptide AapA1-1 ainsi 
que les amorce utilisées ; FD 649 et FD 650 pour le peptide AapA1-1 et FD 649 et FD 651 pour le 
peptide AapA1-1 V26A. (B) Carte des plasmides pLIC His et pLIC GST avec le site de coupure SacII 
notée en gras. 

Le peptide AapA1-1 fut aussi cloné avec une étiquette eGFP côté Nter sur le plasmide pET28 en utilisant 

les sites de restrictions NcoI et BamHI afin de réaliser des expériences de localisation Figure 16. 
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Figure 16 Clonage AapA1-1 avec tag côté Nter. (A) La séquence de l’insert du peptide AapA1-1 ainsi 
que les amorce utilisé. FA 001 et FD 876. (B) Carte du plasmide pET28a avec les sites de coupure NcoI 
et BamHI  notée en gras 

Les clonages du peptide AapA1-1 côté Cter furent réalisés sur le plasmide pET15 qui possède un site 6-

Histidine après une séquence de coupure TEV. Cependant chaque clonage fut réalisé en insérant une 

séquence entérokinase tout de suite après le peptide afin de limiter le nombre d’acide aminé côté Cter 

après coupure de l’étiquette. La particularité du site entérokinase tient dans sa séquence de quatre 

asparagines en position P5, P4, P3 et P2 après coupure. Ces quatre asparagines peuvent être ensuite 

clivées par l’Asp-N endopeptidase qui clive les liaisons avec une Asp positionné en P1’ (Keil, 1992) 

résultant alors en un peptide dont la séquence P2-Lys29 et P1-Arg30 est sauvage. La construction avec 

étiquette 6-Histidine fut réalisée de façon classique dans le plasmide pET15 en utilisant les sites NdeI 

et BamHI. La construction avec une étiquette GST fut faite quant à elle en deux étapes. Premièrement 

une PCR fusion fut réalisée afin de créer l’insert AapA1-1/enk/GST et celui-ci fut cloné dans le pET15 

en utilisant les sites de restrictions NdeI et BamHI Figure 17. 
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Figure 17 Clonage AapA1-1 avec tag côté Cter. (A) La séquence de l’insert du peptide AapA1-1 ainsi 
que les amorce utilisées ; FD 868 et FD 869 pour le clonage avec l’étiquette His, et FD 868, 870, 871 
et 880 pour le clonage avec l’étiquette GST. (B) Carte du plasmide pET15b avec les sites de coupure 
NdeI et BamHI  notée en gras 
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Le peptide AapA1-1 fut aussi cloné avec une étiquette eYFP, construite aussi à l’aide d’une PCR fusion, 

côté Cter sur le plasmide pET15 en utilisant les sites de restrictions NdeI et BamHI, ceci afin de réaliser 

des expériences de localisation Figure 18. 

 

Figure 18 Clonage AapA1-1 avec tag côté Cter. (A) La séquence de l’insert du peptide AapA1-1 ainsi 
que les amorce utilisé. FD 868, 938, 939 et 940. (B) Carte du plasmide pET15b avec les sites de coupure 
NdeI et BamHI  notée en gras. 

4.1.1.2 Production in vitro 
La réaction est réalisée grâce au kit EasyXpress Protein Synthesis (QIAGEN). Elle a lieu dans 50µL, 

selon le protocole fourni par QIAGEN. Un témoin positif et un témoin négatif sont réalisés. Dans le 

témoin négatif, l’eau remplace l’ADN. Dans le témoin positif, l’ADN utilisé est celui fourni dans le kit. 

C’est un plasmide qui code pour le facteur d’élongation EF-Ts (Elongation Factor thermo stable) qui 

porte une étiquette de 6 Histidines. Cette protéine fait 32kDa. En fin de production à temps une 

centrifugation à 12000 rpm est réalisée et divisée en une fraction surnageant et une fraction culot reprise 

dans 40% TFE tamponée à un pH de 4,7. 

4.1.1.3 Production in vivo 
Les productions in vivo se font sur souches Escherichia coli BL21(DE3) pLysS (Novagen) ou sur souche 

C43(DE3) pLysS (Novagen). Le plasmide d’intérêt est transformé dans les souches adéquates, sur des 

bactéries préalablement rendue compétentes par traitement au CaCl2. Un traitement successif interrompu 
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par des centrifugations à 3500rpm permet d’aliquoter une culture initiale de 10ml de LB en plusieurs 

tubes de 100µl de bactéries chimio compétentes. 4µl de plasmide sont transformés par choc thermique 

de 42°C pendant 30s et étaler sur boite LB-agar contenant l’antibiotique adéquat durant une nuit. Une 

colonie est reprise dans 10ml de milieu LB avec antibiotique et glucose 2% durant toute la nuit. 5µl de 

cette solution est ensuite mélangé à une culture LB de 10ml avec antibiotique et glucose 2% jusqu’à 

atteindre une DO de 0.4 à 0.8. La culture est ensuite centrifugée à 3500rpm et les bactéries nettoyées 

aux PBS. Une dernière centrifugation est utile pour cette fois ajouter le milieu LB avec antibiotiques et 

0.5mM IPTG. Un volume de 0.5ml est ensuite prélevé au temps voulu et dilué de moitié avec du LB 

afin de pouvoir suivre l’évolution de la densité optique. 

4.1.1.4 Révélation 
Une électrophorèse en gel de polyacrylamide est réalisée en présence de Sodium Dodécyl Sulfate. Le 

gel de stacking est à 4% d’acrylamide et le gel de resolving est à 12%  ou 18% d’acrylamide. Les 

protéines sont visualisées dans le gel en utilisant le Tricine Sample Buffer (BIORAD). Le poids 

moléculaire des protéines est estimé grâce au marqueur de taille Seeblue Plus 2 Spectra Low Range 

d’Invitrogen. La migration se déroule en tampon Tris Tricine (1X) ou avec le tampon de migration SDS 

PAGE à 100V dans une cuve Mini PROTEAN (BIORAD). 5µL des échantillons et 5µl de tampon de 

charge sont mélangés. Les 10µL sont chargés dans le gel. Si le gel doit être coloré au bleu de Coomassie, 

il est récupéré après la migration et immergé dans une solution de bleu de Coomassie (10% acide 

acétique, 40% éthanol, 10 pastilles de bleu de Coomassie) pendant une nuit. Il est ensuite décoloré avec 

un mélange à 40% éthanol/10% acide acétique. Pour un Western Blot, une fois la migration terminée, 

les protéines sont transférées du gel sur une membrane de Polyfluorure de vinyldiène (PVDF, 

Immobilon-P Millipore). Le transfert est réalisé dans une cuve de transfert verticale (Mini PROTEAN 

Tranfert Cell, BIO-RAD), en tampon de transfert (Tris 25mM, glycine 192mM, SDS 0,05%, éthanol 

20%, pH 8,3). Le transfert se fait à froid et à 100V  pendant 1 heure. Après deux lavages de 10 minutes 

dans du tampon PBS, les sites de fixation non spécifiques de la membrane ont été saturés pendant une 

heure par immersion de la membrane dans du tampon PBS à 3% de Sérum Albumine Bovine (BSA) à 

température ambiante. La membrane est ensuite lavée 2 fois 10min avec du tampon PBS-Tween puis 

encore 10min avec du tampon PBS à température ambiante. La membrane est ensuite incubée pendant 

une heure à température ambiante dans une solution d’anticorps anti-His Antibody Penta (QIAGEN) 

dilués au 1/2000 en tampon PBS à 3% de BSA ou anti-GST-tag Antibody (Qiagen). Après deux lavages 

de 10 minutes en PBS-Tween et un lavage en PBS, la membrane est incubée pendant une heure à 

température ambiante avec une solution d’anticorps secondaires anti IgG de souris couplés à la 

horseradish peroxidase (HRP, SIGMA) dilués aux 1/10000 en tampon PBS avec 10% de lait. La 

membrane est enfin lavée 4 fois 10 minutes dans du PBS Tween. La présence des protéines d’intérêt est 

détectée grâce à une réaction de chimio-luminescence. Les substrats de la HRP (HRP Substrate Luminol 

Reagent et HRP Substrate Peroxide Solution) sont déposés sur la membrane (Chemilumiscent HRP 

Substrates, Immobilon Western, de Millipore). 



 
133 

 

4.1.1.5 Purification 
Une chromatographie d’affinité sur billes de nickel (Ni NTA Magnetic Agarose Beads, QIAGEN) est 

réalisée selon le protocole fourni par QIAGEN (Purification of In Vitro Synthesized Proteins, 

purification of 6x His-tagged Proteins Using Ni-NTA Magnetic Agarose Beads in Single Tubes) ou sur 

billes de Glutathion (Gluthatione HiCap, QIAGEN) avec le protocole fourni (Purification of In Vitro 

Synthesized Proteins, Glutathione Affinity Handbook, manual purification of GST tagged protein). La 

composition des tampons (binding buffer, washing buffer et elution buffer) nécessaires à ces 

purifications sont aussi disponibles sur les protocoles fournis. Dans ces chromatographies, le peptide 

étiqueté se lie au nickel ou au Gluthation présent sur les billes d’agarose par des liaisons fortes grâce à 

son étiquette. Il est ensuite décroché des billes par compétition avec de l’imidazole (Proméga) ou du 

Gluthation (Sigma). Les échantillons obtenus sont analysés en gel d’acrylamide et par Western Blot. 
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4.1.2 Expression in vitro ou Cell-Free du peptide AapA1-1 
L’utilisation de système de production in vitro ou Cell-Free comparée aux techniques de production 

chez des organismes vivants présente de nombreux avantages. Celle-ci est rapide et simple par la facilité 

des procédures dans sa réalisation, elle limite les contraintes des organismes vivants. Elle permet de 

large modification des produits de synthèse par ajout d’acides aminés marqués par exemple. De par la 

nature toxique et membranaire du peptide AapA1-1 nous avons dans un premier temps tenté de le 

produire in vitro. Un autre avantage significatif à l’utilisation de cette méthode tient dans le fait que 

toutes les composants sont des protéines solubles en solution aqueuses et la purification préliminaire de 

protéines membranaires peut se faire facilement par simple centrifugation aboutissant à un culot 

composé exclusivement de notre toxine qui peut facilement être structuré ensuite. 

4.1.2.1 Batch Cell Free ou Traduction in vitro à volume fixe 
Les productions furent réalisées à l’aide d’un kit commercial de Qiagen® ; EasyXpress Protein 

Synthesis Kit. Le kit se compose comme un kit classique de production à volume fixe incorporant toute 

la machinerie de traduction (ribosome, ARNt, etc...) ainsi que l’ARN polymérase T7. Le système ne 

demande que l’utilisation d’ADN matrice dont le gène d’intérêt est codée sous le promoteur T7. La 

production final est centrifugée pendant 5 min à 12000 rpm et séparée en une fraction culot et 

surnageant. Le culot est repris dans une solution de 40% TFE/H20 tamponnée à pH 4.7. Nous faisons 

migrer toutes ces fractions dans un gel Tris-Tricine 18% avec 6 M d’urée colorée au bleu de Coomassie. 

Nous pouvons voir représentée en Figure 19 que la production de la protéine contrôle est en grande 

partie dans la partie surnageant et est significative comme attendue par les recommandations du 

fabricant. Concernant les peptides d’intérêt, la production du peptide AapA1-1 est très faiblement 

détectable en gel colorée au bleu de Coomassie et seulement une faible production est détectée par 

Western-Blot entre les tailles 4,6 et 10 kDa, la majeure partie étant détectée dans le puit de dépôt du gel. 

Le peptide mutant AapA1-1 V26A est quant à lui plus détectable en coloration Coomassie après 

traitement de l’image, mais cette production est sans ambiguïté lors du Western-Blot utilisant des 

anticorps contre l’étiquette Histidine qui suit la purification sur colonne Histidine. La bande se 

positionne aux alentours de 7kDa ce qui diffère de sa taille attendue de 3,5kDa. Cette différence de 

migration est potentiellement due à une mauvaise migration des protéines de petite taille dans ces 

miniGel (Biorad) ou la présence d’un dimère toujours stable à 6M urée. 
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Figure 19 Production « batch cell free » du peptide AapA1-1 et AapA1-1 V26A. (Gauche) Gel Tris-
Tricine 18% 6M Urée coloré au bleu de Coomassie. La luminosité et le contraste de la partie entre 
10kDa et 4.6kDa est augmentée afin de détecter les bandes faibles. Les productions AapA1-1, AapA1-1 
V26A et Contrôle sont séparée en une fraction Culot (C) et Surnageant (S). (Droite) Western blot anti 
Histidine: (a) AapA1-1, (b) AapAapA1-1 V26A et (c) Protéine contrôle. 

Cette différence de visibilité de la bande aux alentours de 7kDa entre AapA1-1 et AapA1-1 V26A tient 

plus à ses propriétés de migration qu’à une éventuelle différence de production ou de coloration. La 

présence additionnée de marquage au niveau du puit d’AapA1-1, plus la bande à faible intensité à 7kDa 

est similaire en intensité à la production d’AapA1-1 V26A. Nous avons fait migrer du peptide synthétisé 

chimiquement dans un gel Tris-Tricine 18% à 6M d’urée afin de voir la différence de migration à 

quantité équivalente de peptide entre le sauvage et le mutant. Une coloration de ce gel au nitrate d’argent 

révèle une meilleure capacité de migration pour le peptide AapA1-1 V26A que pour le peptide AapA1-

1. Nous retrouvons une différence d’intensité entre les bandes aux alentours de 7kDa et la grande partie 

de peptide AapA1-1 dans le puit pour une quantité de 100µg Figure 20.Cette différence de migration 

tient aux propriétés biophysiques des peptides. La capacité d’agrégation du peptide AapA1-1 est 

supérieure à celle du peptide AapA1-1 V26A à concentration équivalente. A 10µg de peptide on voit 

une très nette bande pour le mutant alors que la bande d’AapA1-1 est nettement moins intense. De même 

on retrouve une grande partie du peptide AapA1-1 dans les puits, et seulement une faible fraction du 

peptide entre dans le gel. Contrairement au peptide AapA1-1 V26A, où nous distinguons clairement le 

dégradé de concentration et les intensités plus importantes. Nous pouvons noter cependant qu’à 100µg 

d’AapA1-1 V26A nous voyons l’apparition d’une trainée avec un dépôt dans le puit, ainsi qu’une bande 

à la taille éventuelle d’un dimère aux alentours de 12 kDa.   
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Figure 20 Différence de migration entre le peptide AapA1-1 et AapA1-1 V26A. Gel tris-Tricine 18% 
6M Urée colorée au Nitrate d’argent. (Gauche) Quantité décroissante d’AapA1-1 (Droite) Quantité 
croissante d’AapA1-1 V26A. Chaque peptide est issu d’une synthèse chimique  

La capacité de migration et de détection du peptide AapA1-1 V26A comparée au peptide AapA1-1 nous 

pousse à l’utiliser comme protéine-test de nos productions étant donné la similarité au niveau de la 

quantité produite entre les peptides. De fait, c’est en utilisant les constructions pLIC-His AapA1-1 V26A 

que nous réalisons les tests de productions à température et durée différentes, afin d’augmenter la bonne 

structuration et la quantité de protéine produite. Nous avons testé une gamme de trois températures de 

production à savoir 30°C, 35°C et 37°C, ainsi que trois durées de production 1h, 2h et 4h. Le kit 

commercial étant conseillé pour une utilisation de 1h à 37°C. Les productions furent fractionné en une 

partie culot et une partie surnageant et déposer sur gel Tris-Tricine 18% 6M urée colorée au bleu de 

Coomassie Figure 21. Nous remarquons que dans la partie Surnageant aucune production n’est 

détectable quel que soit les conditions testées. La production se retrouve toujours dans la partie Culot 

mais à des quantités différentes de détection. Les productions plus importantes sont détectées dans les 

températures de 37°C et non pour les températures plus faible. Nous apercevons cependant toujours une 

production significative à 35°C mais seulement quelques traces à 30°C. La température de 37°C étant 

la plus adaptée. Les différences de temps de production ne sont pas significatives. L’augmentation des 

temps de production ne sont pas corrélés avec une augmentation conséquente de la production. A 37°C 

la quantité produite d’AapA1-1 V26A est similaire entre 1h, 2h et 4h.  
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Figure 21 Test de gamme de température et temps dans la production d’AapA1-1 V26A. (Gauche) 
Gel Tris-Tricine 18% 6M urée colorée au bleu de Coomassie des surnageant de chaque production. 
(Droite) Gel Tris-Tricine 18% 6M urée colorée au bleu de Coomassie des culots de chaque production. 

Cette approche en utilisant le kit à volume fixe ou Batch Cell Free de production in vitro ne nous permet 

pas d’aboutir à des concentrations attendues qui nous permettrait de réaliser une étude structurale après 

purification des productions. Cependant de manière analytique nous pouvons voir qu’une production est 

réalisable par expression in vitro. Nous pouvons conclure dans un premier temps que le peptide AapA1-

1 V26A à des tendances moindres d’agrégations à concentration équivalente que le peptide AapA1-1. 

La différence de migration observée sur les peptides purs est marquée par la propension du peptide 

AapA1-1 à rester en grande partie dans les puits de migration du gel. Seulement une fraction non 

complexée du peptide AapA1-1 migre à une taille de 7kDa environ alors que cette fraction non 

complexée est plus importante pour AapA1-1 V26A. Cependant à des concentrations importantes nous 

retrouvons un début de comportement similaire, le peptide AapA1-1 V26A commence à former une 

trainée avec l’apparition d’une bande aux alentours de 12kDa et d’un dépôt complexée dans le puit. 

Cette bande à 12kDa est la trace éventuelle d’un dimère si nous considérons que la migration aux 

alentours de 7kDa est la présence du monomère avec un défaut de migration. Nous pouvons supposer 

qu’à des concentrations plus élevées d’AapA1-1 V26A il commencera à se comporter de manière 

similaire au sauvage. Malgré ces défauts de détections du peptide AapA1-1, la quantité de peptide 

produite est sensiblement similaire à celle du mutant AapA1-1 V26A. L’approche par traduction in vitro 

à volume fixe abolit les problèmes de toxicité en mettant AapA1-1 au même niveau qu’une de ses 

versions non toxiques à savoir AapA1-1 V26A, mais ceci ne permet pas d’atteindre des quantités 

suffisantes de productions. Ce résultat est dû en grande partie à une caractéristique inhérente au kit lui-

même dans lequel la quantité d’énergie disponible est vite épuisée, stoppant la production en 1h environ. 

Nous utiliserons donc une traduction in vitro plus performante à savoir avec un système de 

renouvellement de l’énergie. 
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4.1.2.2 Continious Exchange Cell Free ou traduction in vitro à échange 
continu 

Dans un système Cell-Free à volume fixe de type batch comme utilisée précédemment les conditions de 

réactions change à mesure que la quantité de substrat diminue et celle de produit augmente. La traduction 

s’arrête dès qu’un substrat essentiel manque, ou qu’un produit ou sous-produit atteint une concentration 

inhibitrice, ce qui arrive habituellement en 20 à 60 min. Le principe de la production in vitro à échange 

continue (Continiuous Exchange Cell-Free, CECF) est de maintenir des conditions de réactions plus ou 

moins constantes par l’apport des substrats pour la traduction ou la transcription et le retrait de produits 

ou sous-produits du mélange réactionnel. Ceci est rendue possible par la séparation en deux 

compartiments à l’aide d’une membrane de dialyse. Le compartiment réactionnel possède toutes les 

protéines nécessaires à la transcription et traduction ainsi que l’ADN matrice et les ARNt. Le 

compartiment de réserve est lui composé de tous les substrats énergétiques plus un système de 

renouvellement de ceux-ci ainsi que les acides aminés. Ceci permet d’atteindre des temps de réactions 

de plusieurs heures (24h en général) et des rendements de productions de 10 fois supérieur aux systèmes 

à volume fixe allant jusqu’à 1mg par ml de volume réactionnel. Pour ces expériences nous avons 

collaboré avec le Pr Frank Bernhard de l’université de Frankfort, un spécialiste de ces systèmes de 

production in vitro. Le protocole est sensiblement le même sauf qu’il est essentiel d’avoir un plasmide 

le plus propre possible, et pour atteindre ce degré de propreté, tous nos plasmide sont préparé par 

MidiPrep et non plus MiniPrep. Les expériences ont été réalisées à Frankfurt par l’équipe du Pr 

Bernhard. La production de 24h et non plus 1h est fractionné en une partie culot et une partie surnageant 

d’une centrifugation de 12000 rpm pendant 5 min de la même manière que précedemment. Les 

constructions utilisées furent les constructions pLIC-His AapA1-1 et pLIC-GST AapA1-1. La 

production utilisant la construction avec étiquette Histidine ne fut pas détecter par gel. A nouveau le 

problème peut venir d’un défaut de migration du peptide AapA1-1 ou d’une éventuelle interaction de 

celui-ci avec la membrane de dialyse rendant sa récupération impossible. Cependant la construction 

pLIC-GST est nettement détectable en gel SDS-PAGE 12% colorée au bleu de Coomassie. Une bande 

sur exprimé est présente aux alentours de 30kDa, qui est la taille attendue du complexe GST/AapA1-1, 

dans la partie Culot et non visible dans la partie Surnageant. Nous remarquons cependant que la bande 

n’est pas seule est une grande partie de protéine du système se retrouve dans la partie Culot avec le 

produit d’expression. Ces protéines sont les protéines du mélange réactionnel et ne devrait pas se trouver 

dans cette fraction étant donné le caractère soluble de celle-ci en solution aqueuse Figure 22. Ces 

protéines se retrouvent dans cette fraction à cause d’interaction hydrophobe non spécifique avec le 

peptide AapA1-1. Nous avons découvert ce comportement avec le peptide étiqueté Histidine. Après 

élution d’une purification du peptide AapA1-1, AapA1-1 V26A et du facteur d’élongation EF-Ts sur 

colonne Histidine, les billes de chaque expériences sont lavées avec une solution de précipitation à 5% 

d’acide trichloro acétique (TCA) pendant 10min, suivit d’une centrifugation à faible vitesse. Le culot 

est suspendu dans la solution de migration et déposé sur gel Tris-Tricine 18% 6M urée. La révélation 
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des gels nous apprend que la quantité de protéine aspécifique présente sur les billes qui ont servi à la 

purification d’AapA1-1 est nettement supérieur au contrôle. Ces protéines se retrouvent emprisonnées 

sur ces billes par contact hydrophobe aspécifique avec le peptide AapA1-1 non élué. Il est intéressent 

de noter que le peptide AapA1-1 V26A, mutant non toxique, se comporte en totale opposition avec le 

peptide AapA1-1, la quantité de protéine retenue sur la colonne est moindre voire nulle si on considère 

le contrôle. Le peptide AapA1-1 est capable par agrégation et formation de complexe d‘emprisonner 

des protéines limitant son élution ou il est aussi capable de s’agréger sur les billes elle-même ce qui 

n’est pas le cas du peptide AapA1-1 V26A.  

 

Figure 22 Visualisation des interactions hydrophobes aspécifiques du peptide AapA1-1. (A) 
Production in vitro CECF du pLIC-GST AapA1-1 sur gel SDS PAGE 12% 6M urée. (B) Gel Tris Tricine 
18% 6M urée des protéines restées sur colonne Histidine après élutions des constructions pLIC-His 
AapA1-1 et pLIC-His AapA1-1 V26A, chaque fraction Culot (C) et Surnageant (S) sont déposées 
indépendamment. 

L’approche par production in vitro CECF permet d’aboutir à de plus grande quantité de peptide produite 

comparé à la production in vitro à volume fixe. Ceci est rendue possible par les plus grands temps de 

production possible avec cette méthode. Cependant la grande quantité de peptide AapA1-1 avec 

étiquette Histidine n’est pas détectable de par ses propriétés d’agrégation. La production avec étiquette 

GST plus soluble offre un meilleur comportement du peptide AapA1-1 qui est facilement visible sur 

gel. Le peptide AapA1-1 présente toujours cependant de très nombreuses interactions hydrophobes avec 

des protéines du mélange réactionnel. Ces interactions rendent difficile une purification sur colonne 

Histidine ou GST.  

4.1.3 Expression in vivo chez Escherichia coli du peptide AapA1-1 
Une expression du peptide chez Escherichia coli fut testée en parallèle. L’avantage de l’utilisation 

d’organisme vivant est la quantité importante de produit atteignable, le faible coût de cette production 
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aussi bien en milieu normal et en milieu avec élément isotopique tel que 13C et 15N surtout, ainsi que la 

possibilité par l’organisme de mieux réguler cette agrégation du peptide par l’utilisation de ses propres 

mécanismes de contrôle. Les productions du peptide AapA1-1 avec étiquette Histidine côté Nter ou Cter 

sont toxique chez Escherichia coli et, nous discuterons ici essentiellement des constructions avec 

étiquette GST surtout. La toxicité du peptide AapA1-1 V26A est similaire à celle du peptide sauvage 

AapA1-1, nous discuterons donc ici de même seulement des productions du complexe AapA1-1 avec la 

GST. 

4.1.3.1 Expression chez Escherichia coli BL21 (DE3) 
La construction AapA1-1 GST Nter est transformée dans des souches d’Escherichia coli BL21 (DE3) 

possédant le plasmide pLysS et mis en culture et suivie pendant trois heures d’induction. L’évolution 

de la DO suite à l’induction de la culture GST/AapA1-1 se stabilise en 1h et chute légèrement sur les 

deux dernières heures d’induction. Ceci contrairement à la production contrôle GST seul, dans laquelle 

la DO continue de progresser de manière classique durant les 3h d’induction. Nous pouvons en déduire 

que la construction avec GST n’abolit pas la toxicité du peptide AapA1-1 car la population bactérienne 

ne croît plus. Avant induction, 1h après induction et 3h après induction un volume de 1 ml est prélevée 

et culotée par centrifugation à 3500 rpm et ensuite fractionnée en une partie culot et surnageant. Pour la 

partie culot le milieu LB est remplacé par un tampon de lyse cellulaire contenant de la benzonase. 

Chaque échantillon est ensuite déposer sur gel SDS PAGE 12% 6M urée. Nous réalisons dans un 

premier temps que la production du contrôle positif GST est efficace dès une heure d’induction et surtout 

avec la présence d’une bande nettement identifiable après 3h de production aux alentours de 30 kDa. Le 

milieu extracellulaire de cette culture après 3h d’induction est plutôt pauvre en protéine mais on retrouve 

une bande aux alentours de 30 kDa. Pour la construction GST/AapA1-1, nous apercevons 

l’accumulation d’une bande en dessous de 25 kDa après 3h d’induction, ce qui ne correspond pas à la 

taille attendue du complexe GST/AapA1-1. La partie extra cellulaire de cette culture est aussi plus riche 

en protéine que le contrôle GST Figure 23. 
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Figure 23 Expression de la construction pLIC-GST/AapA1-1 chez Escherichia coli BL21 (DE3) (A) 
Constructions utilisées et courbe de croissances des bactéries suivie par densité optique en fonction du 
temps après induction des bactéries à 0.5 mM IPTG (*). (B) Gel SDS PAGE 12% 6M Urée des extraits 
cellulaires et extracellulaires des productions en fonction du temps. 

Un Western Blot avec anticorps contre la GST est réalisé de manière classique sur chaque échantillon 

précèdent. Nous pouvons voir sans ambiguïté que le contrôle GST est produit de manière significative 

après seulement une heure de production, le signal est totalement saturé après 3h de production (résultats 

non représenté). Nous devinons que le plasmide à tendance à fuir malgré le pLysS et les 2% de glucose 

car nous distinguons une bande dans la colonne non induite à la taille attendue. Le plus intéressant tient 

dans les deux bandes sous la bande principale des 1h de production qui semble être de la GST dégradé. 

Ce profil des trois bandes se retrouve dans la partie extracellulaire de la culture avec des intensités 

moindres pour les produits de dégradation. Cette empreinte est synonyme d’une production en grande 

quantité qui aboutit à certaine lyse bactérienne et de la dégradation de protéine. La construction pLIC-

GST/AapA1-1 donne de manière différente une confirmation de la production d’une bande en dessous 

de 25 kDa qui se retrouve à la même taille qu’un produit de dégradation de la production contrôle. Cette 

bande est en augmentation en fonction du temps synonyme d’une production lié à l’induction IPTG. Par 

contre nous ne retrouvons que cette bande visible aussi bien dans la partie intracellulaire que dans la 

partie extracellulaire Figure 24. Ce signal n’est pas à la taille attendue de 30 kDa. Ceci est 

potentiellement dû à un défaut de migration du complexe GST/AapA1-1, une dégradation de ce même 

complexe similairement à la production contrôle ou le résultat d’une mutation du plasmide qui aboutit 

à une forme tronquée de la séquence traduite. Nous notons cependant que le signal n’allume que une 

seule forme de dégradation éventuelle, comparée à la production contrôle, et absolument aucune 

production aux alentours de 30 kDa, la taille attendues du complexe GST/AapA1-1.  
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Figure 24 Expression de la construction pLIC-GST/AapA1-1 chez Escherichia coli BL21 (DE3) 
Western blot avec anticorps anti GST des extraits intracellulaire et extracellulaire des productions en 
fonction du temps. 

La production du peptide AapA1-1 et AapA1-1 V26 est toxique chez Escherichia coli BL21(DE3) quel 

que soit la construction utilisée avec étiquette Histidine ou GST du côté Cter ou Nter. La faible quantité 

de bactérie récupérable après 3h de production (< 0,8DO) limite les quantités atteignables désirées. 

Cependant nous remarquons une expression d’un produit sur la construction pLIC-GST/AapA1-1 qui 

demande confirmation sur sa nature, bien qu’il puisse s’agir essentiellement d’un produit annexe non 

désirable (dégradation ou mutation). La souche peut produire la toxine mais elle ne résiste pas à celle-

ci. Elle n’arrive pas à gérer cette toxicité pour de multiples raisons. 

4.1.3.2 Expression chez Escherichia coli C43 (DE3) 
Suite à la toxicité de nos constructions dans la souche BL21 nous avons décidé de changer celle-ci pour 

une souche plus adaptée à la production de protéine membranaire toxique, à savoir Escherichia coli C43 

(DE3) pLysS (Miroux and Walker, 1996). Cette souche présente certaines mutations dans son génome 

qui ont empiriquement prouvé leur efficacité dans l’expression de telles protéines. Nous avons établi 

une collaboration avec l’équipe du Pr Christophe Cullin spécialiste de l’étude des peptides amyloïdes à 

l’université de Bordeaux afin de tirer parti de son expertise dans la production et purification de peptide 

agrégeant. Nos premières expériences en milieu LB à petit volume suivant le protocole précédent ont 

été prometteuses de par l’abolition de la toxicité des constructions GST chez cette souche. Aussi bien 

GST/AapA1-1 et AapA1-1/GST présente des courbes d’évolution de la DO similaire au contrôle positif. 

Cependant une approche de culture différente est utilisée au sein du laboratoire du Pr Cullin. Celle-ci se 

base sur un milieu différent, le milieu Graffinity. Une colonie sur boite de la construction pET15 

AapA1/GST est ensemencée en pré culture à 37°C dans un milieu LB avec 2% glucose durant toute la 
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nuit. Cette pré culture est dilué au matin dans 500ml de LB avec 0.5% de glucose et mis à 37°C sous 

agitation jusqu’à atteindre une DO de 1,2 à 1,5. Ces 500ml sont ensuite ajouté à 500ml de LB à 4°C 

avec 0.5% lactose 20mM Hepes et 1mM IPTG et mis sous agitation à 20°C pendant 18h. Avant 

induction, et après 18h de production un volume de bactérie est prélevée et culotée par centrifugation à 

3500rpm et ensuite fractionnée en une partie culot et surnageant. Pour la partie culot le milieu LB est 

remplacé par un tampon de lyse cellulaire contenant de la benzonase. Chaque échantillon est ensuite 

déposer sur gel Tris-Tricine 15% 6M urée. Nous pouvons constater que les courbes de croissance dans 

la souche Escherichia coli C43 (DE3) du contrôle GST et du complexe AapA1-1/GST sont quasiment 

similaires, reflétant le caractère non toxique de cette construction dans cette souche. Les échantillons 

prélevés sur une culture de production ont permis une purification sur colonne Histidine révélant la 

présence de deux bandes majeures aux alentours de 25kDa et 70kDa. Ces deux bandes peuvent 

potentiellement être une forme monomère et dimère du complexe AapA1-1/GST avec un défaut de 

migration sur ce gel Tris-Tricine Figure 25. 

 

Figure 25 Expression et purification du peptide AapA1-1/GST chez Escherichia coli C43 (DE3). (A) 
Constructions utilisées et courbe de croissances des bactéries suivie par densité optique en fonction du 
temps après induction des bactéries à 0.5 mM IPTG (*). (B) Gel Tris Tricine 15 % 6M Urée des extrait 
cellulaire au cours des étapes de purification. 

L’élution 1 et 2 ne sont pas pures et viennent avec un certain nombre de contaminants qui rappelle les 

potentielles interactions hydrophobe des productions in vitro. La particularité de la purification sur GST 

nous permet d’éliminer d’éventuels contaminants de la colonne Histidine et d’améliorer la pureté en 

évitant des protéines qui aurait une interaction avec les colonnes. Nous réalisons une purification sur 

colonne GST depuis les élutions 1 et 2 de la purification sur colonne Histidine et déposons l’élution sur 

gel SDS PAGE 12% 6M Urée. Nous pouvons constater l’amélioration de la pureté des produits, on voit 

toujours cette empreinte à deux bandes avec la bande aux alentours de 30 kDa, qui migre mieux en SDS 
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PAGE 12% que en Tris-Tricine 15%, et celle toujours proche des 70 kDa. Un Western Blot avec 

anticorps contre la GST permet de confirmer la présence de ces deux bandes comme étant un produit de 

synthèse GST. La bande à 30 kDa se comporte mieux sur ce gel SDS PAGE est migre à la taille attendue 

contrairement au gel précèdent où elle migrait en dessous du marqueur 25kDa, la bande vers 70kDa 

pourrait donc être une forme dimère du complexe AapA1-1 GST Figure 26. 

 

Figure 26 Purification sur colonne GST de la production AapA1-1/GST chez Escherichia coli C43 
(DE3). (Gauche) Gel SDS PAGE 12% 6M urée de l’élution avec le contrôle GST couplé à une protéine 
X. (Droite) Western blot avec anticorps anti GST sur ces mêmes échantillons. 

La nature de ces productions doit être confirmée sans ambigüité par identification par la spectrométrie 

de masse afin d’être sûr de la présence sans mutation du peptide AapA1-1. La toxicité du peptide étant 

telle que l’apparition de mutant ponctuel ne fut pas rare aux cours de clonage, tel que les mutant AapA1-

1 V26A, F19S ou K16L par exemple. 
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4.1.4 Discussion 
L’absence d’effet cytotoxique est la raison majeure de l’augmentation rapide des productions des 

protéines membranaires eucaryote et procaryote par système Cell-Free de ces dernières années  (Klammt 

et al., 2005) (Boland et al., 2014). Dans les systèmes de production avec organisme vivant, les protéines 

membranaires ont souvent comme effet d’affecter la physiologie de la cellule en s’insérant dans la 

membrane et/ou en bloquant les processus de trafics métaboliques. Dans ces organismes le faible taux 

produit, l’agrégation ou la mauvaise structuration aussi bien que les effet toxique sont des problèmes 

fréquemment rencontrés (Bannwarth and Schulz, 2003) (Saleem et al., 2012). Les avantages des 

systèmes de transcription/traduction in vitro sont nombreux, et l’un de ces avantages pour les 

productions de toxines membranaires est qu’il n’y a aucune membrane à traverser et donc aucun 

processus de cytotoxicité à ce niveau n’est possible. Les autres avantages d’une telle production reposent 

aussi sur la dégradation du produit, et de tout autre substrat qui est grandement diminuée par l’activité 

enzymatique restreinte de l’extrait qui le compose. Dans certains systèmes, toute la machinerie 

nécessaire est reconstitué totalement par tous les éléments purifiés un à un. Les possibilités de 

modifications de la production sont aussi non négligeables car l’ajout des composants souhaités, à 

quelque moment que ce soit, est possible car l’accès au système est complet. L’addition de chaperonne 

tel GroEL/ES peut faciliter la bonne structuration de produit de synthèse hétérologue ce qui évite des 

étapes supplémentaires de structuration par différentes techniques. Bien qu’encore limitée en 

comparaison avec les productions chez des organismes vivants, le nombre de protéine membranaire 

produite par Cell-Free comprend une vaste gamme des différents types de protéine membranaires de 

type hélice α ou feuillet β. Nous avons ici démontré la faisabilité d’une telle production pour la toxine 

AapA1-1. Le système Cell-Free analytique à volume fixe nous permit de voir qu’à aucun moment la 

toxicité d’AapA1-1 fut un obstacle à la production du peptide. AapA1-1 V26A qui n’est pas toxique 

chez Helicobacter pylori est produit de manière efficace par le système permettant une détection par 

Western Blot équivalente en intensité à la production d’AapA1-1. Cependant la production de AapA1-

1 est totalement agrégé et reste dans le puit alors que celle de AapA1-1 V26A est-elle plus dynamique 

est migre convenablement dans le gel (excepté la taille). Le peptide AapA1-1 a tendance à interagir avec 

les protéines du système par des interactions hydrophobe et de manières aspécifiques comme nous 

pouvons le voir avec la purification sur colonne Histidine. A ce niveau le peptide a tendance à retenir 

énormément de protéine sur celle-ci, à la différence de la protéine contrôle et du mutant, mais ces 

interactions ne limite pas la quantité de peptide produite. Les capacités de production du kit analytiques 

font défaut sur la quantité de protéine produite mais prouve sa valeur dans l’abolition de la toxicité. Une 

production avec système CECF permet d’atteindre les quantités désirées pour la construction avec 

GST/AapA1-1 et ceci alors que c’est interactions hydrophobes sont toujours présentes comme nous le 

voyons dans le culot de centrifugation de fin de production. Ces interactions que l’on ne trouve pas chez 

AapA1-1 V26A ne sont pas la clef de la toxicité du peptide, bien que cet effet soit à tenir en compte 

pour comprendre cette dite toxicité. En général une production CECF de protéine membranaire ne 
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résulte pas en une fraction culot si contaminé. Le transporteur Tsx fut produit par CECF et la production 

fut fractionné en une partie culot et surnageant. Un volume de chaque fraction est déposé sur gel SDS 

PAGE 12% (Schwarz et al., 2007). Nous pouvons voir que la partie surnageant est exempte de toute 

production et que seule la protéine d’intérêt se retrouve dans la partie culot. Ceci est utile pour permettre 

une éventuelle purification si une méthode de solubilisation avec restructuration du transporteur Tsx est 

compatible Figure 27.  

 

Figure 27 Test de détergent pour la production CECF du transporteur Tsx. SDS PAGE 12% coloré 
au bleu de Coomassie: M, marqueur de taille (kDa); S, surnageant; P, culot. Colonne de droite 
représente 0.8μl du surnageant en présence de diffèrent détergent: 0.1% Brij97; 0.5% Brij98. Adapté 
depuis (Schwarz et al., 2007). 

Le complexe GST/AapA1-1 de notre production CECF se retrouve dans le culot avec beaucoup de 

protéines solubles du milieu réactionnel. La solubilisation du complexe par ajout de solvant peut 

entrainer une difficulté de purification limitant notre choix à une purification Histidine seulement, si 

l’on dénature la GST. Une possibilité est d’éviter ce dépôt dans le culot en solubilisant directement la 

protéine produite. Le transporteur Tsx de l’exemple précèdent présente des défauts de structuration 

lorsqu’il se retrouve dans la partie culot, l’ajout de détergent directement dans le milieu réactionnel 

permet la solubilisation de celui dans un environnement hydrophobe qui garantit sa bonne structuration. 

Nous pouvons voir que l’ajout de 0.1% de Brij97 dans le milieu réactionnel permet sa solubilisation. Sa 

structuration fut vérifier ensuite par RMN. Dans notre cas le peptide peut être facilement restructuré 

mais la GST dans le culot peut être mal structuré et empêcher une purification par colonne GST. L’ajout 

de détergent ou de lipide peut être un plus non négligeable, et un avantage de la production in vitro, pour 

augmenter les rendements de production et de purification. Il est nécessaire de cribler différents 

détergent ou lipides qui solubiliserai le peptide in situ. Nous permettant ainsi la purification et le clivage 
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de l’étiquette directement en solution, et aussi une étude du peptide dans un environnement hydrophobe 

directement à la sortie de ces étapes. Ces propriétés d’agrégations de la toxine AapA1-1 peuvent poser 

problème sur sa structuration et être levé ainsi, ou en utilisant directement les mécanismes de régulation 

de la bactérie pour gérer tel type de problème. Due à la toxicité du peptide l’expression directe chez la 

bactérie Escherichia coli fut un échec. AapA1-1 étiqueté Histidine est toxique chez Escherichia coli 

BL21 et C43. L’utilisation d’une étiquette de fusion pouvant séquestrer la toxine et éviter sa toxicité est 

une approche largement utilisé chez la production des peptides antimicrobiens. LL-37 est un peptide 

antimicrobien dont l’expression direct chez Escherichia coli est toxique, l’utilisation d’une étiquette 

GST a permis d’outrepasser cette toxicité et permit sa production et sa purification chez la souche BL21. 

La grande partie de cette production se retrouve soluble bien qu’il existe une fraction trouvé dans les 

corps d’inclusion. Le rendement final de la production de 0,3mg par litre de culture est grandement 

amélioré en augmentant cette quantité de GST/LL-37 soluble. Cette solubilité est influencée par la 

température de culture et la quantité produite par induction de l’IPTG. L’induction à 1,5mM et à 37°C 

résulte en une dégradation du complexe et en à la formation de corps d’inclusion difficile à solubiliser. 

Une induction à faible température de 30°C et de faible concentration d’inducteur de 0,1mM augmente 

grandement les rendements de fractions solubles (Moon et al., 2006). De même la Co expression avec 

des chaperonnes GroEL/S ou l’utilisation de faible pourcentage de détergent améliore aussi la solubilité 

et le rendement. Dans le cas du peptide AapA1-1, la production de celui-ci chez Escherichia coli BL21 

à 37°C et avec une induction de 0.5mM IPTG entraine la présence de forme dégradée de la protéine 

d’intérêt similairement à LL-37. Une même production chez Escherichia coli C43 quant à elle non 

toxique, se traduit par une production d’une forme complète soluble de la protéine d’intérêt. Une 

expérience de localisation du peptide fut réalisé sur le peptide AapA1-1 étiqueté YFP sur des souches 

de Escherichia coli BL21 et C43. Nous pouvons remarquer dans un premier temps que la quantité de 

protéine produite diffère selon les souches BL21 et C43. A durée d’exposition identique, la quantité de 

fluorescence est moindre pour C43 que pour BL21 lorsque nous regardons la construction pET28 YFP 

seul, ceci sous entendant une production en quantité plus faible chez C43 que chez BL21. La 

construction AapA1/eYFP est non toxique chez C43 contrairement à BL21 où l’on retrouve la courbe 

caractéristique d’arrêt de croissance suite à l’induction IPTG. La remarque que nous pouvons faire sur 

cette construction tient à la localisation du peptide étiqueté eYFP, qui se localise à un des pôles chez 

BL21 alors que chez C43 il couvre toute la bactérie avec une fraction plus faible que chez BL21 aux 

pôles aussi Figure 28. Cette localisation est typique de protéines agrégées, que l’on nomme les LPA 

pour Large Polar Aggregate. Les protéines non correctement structurées ou endommagées sont prise en 

charge par des chaperonne tel GroES/L qui ont pour mission de réparer ces défauts. Lorsque cette 

réparation n’est pas efficace, les protéines ont tendance à s’agréger ce qui diminue le taux croissance de 

la bactérie et souvent arrête sa croissance (Maisonneuve et al., 2008). La bactérie a donc développé un 

mécanisme de redirection de ces protéines agrégées ou RDA pour Randomly Distributed Aggregate, qui 

sont présent partout dans le cytoplasme vers un pôle de la bactérie où ils y sont tous localiser en un seul 
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LPA. A ce niveau la bactérie peut réparer, dégrader ou se diviser de façon à aboutir à une cellule libérée 

de cet élément déchet et une contaminé (Rokney et al., 2009). Nous pouvons voir dans une cinétique de 

culture de BL21 que au bout de 30 min le signal de fluorescence de AapA1/eYFP est partout dans le 

cytoplasme mais très ponctuelle, typique de forme RDA. Ce n’est qu’au bout d’une heure que la majorité 

de la population présente un LPA. La propension à former des agrégats dépend de la nature des protéines 

qui forme l’agrégat mais aussi du taux de production de ces protéines. Une traduction rapide est en 

grande quantité à pour défaut de former des protéines mal structurées et donc former des LPA via la 

formation de RDA. La présence de telle structure dans les deux pôles et signe de ce phénomène de 

production rapide (Scheu et al., 2014). Nous pouvons retrouver cette empreinte de LPA dans 

pratiquement toutes les bactéries BL21 expriment la toxine AapA1-1, mais aucunement dans les 

bactéries C43 qui ne présentent qu’un faible LPA chez certaine et aucun dans la majorité. La toxicité du 

complexe AapA1-1/GST ou AapA1-1/eYFP chez BL21 est due à la grande quantité produite ce qui 

forme ces fameux LPA et arrête la croissance. Chez C43 le taux de production est plus faible et plus lent 

que BL21 ce qui a tendance à favoriser la bonne structuration de la GST ou la eYFP et donc la bonne 

solubilité du complexe. Cette solubilité du complexe limite la toxicité par formation de LPA et aussi 

celle du peptide en le séquestrant dans le cytoplasme. De plus la souche C43 a montré empiriquement 

son efficacité dans la production de protéine toxique et/ou membranaire. Dans une stratégie de 

production et purification sans corps d’inclusion, la solubilité de la protéine d’intérêt est la clef de 

réussite d’un bon rendement permettant d’atteindre des quantités de l’ordre du mg par litre de culture 

comme pour la production de LL-37 prit en exemple précédemment.. 

 

Figure 28 Localisation du peptide AapA1-1/eYFP chez Escherichia coli BL21 et C43. (A) 
Construction et évolution de la DO en fonction du temps pour AapA1-1/eYFP chez C43 (▼) et BL21 
(▲), et eYFP chez C43 (●) et BL21 (■). (B) Photo des cultures précédentes en microscopie optique de 
fluorescence sous grossissement 100x (C) Cinétique de la culture AapA1-1/eYFP chez Escherichia coli 
BL21 par microscopie optique de fluorescence sous grossissement 100x. 
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Dans notre cas, ceci est encore plus vrai car notre stratégie repose sur une purification supplémentaire 

par HPLC après clivage chimique aux CnBr ou à l’Asp-N endopeptidase suite à la première purification 

par affinité sur bille. Selon nos données de production et purification du peptide, il en sort qu’AapA1-1 

présente des propriétés d’agrégations à faibles concentrations qui limitent grandement les recours 

possibles. Nous pouvons à nouveau remarquer que ces propriétés d’agrégation d’AapA1-1 V26A ne se 

retrouvent qu’à partir d’une certaine quantité étant donné sa toxicité chez Escherichia coli, alors qu’il 

se comporte mieux en production in vitro et sur gel à quantité équivalentes. Ces propriétés d’agrégations 

se retrouvent souvent chez les peptides membranaires et toxiques tels les peptides antimicrobiens. 

L’utilisation d’une étiquette de solubilisation plus imposante combinée à une faible induction à basse 

température pour une production in vivo ou l’utilisation de détergent pour une production in vitro est la 

clef pour réussir à fournir les mg de peptides marqués nécessaire pour envisager une étude structurale 

par RMN. 
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4.2 Etude de l’orientation due peptide AapA1-1 par 

RMN du solide : SAMPI4 

4.2.1 L’échantillon 

4.2.1.1 Les peptides utilisés 
Dans le cadre de cette étude, nous fûmes amenés à étudier en parallèle du Peptide AapA1-1, le peptide 

d’enrobage du bactériophage Pf1. Ce peptide de 46 acides aminés est la protéine majeure de la capside 

du bactériophage Pf1. Il est composé de deux hélices α de longueur différente relié par une boucle avec 

l’hélice transmembranaire dans les deux tiers Cter de sa séquence. Sa structure en membrane fut résolu 

par RMN du solide (Park et al., 2010) ainsi que son orientation dans des bicelles anisotropes. Le rôle 

majeur de ce peptide est d’aidé à la formation et à la sortie du virus d’une cellule infesté lors de la 

dissémination (Nambudripad et al., 1991). Ce peptide présente certaine similarité avec le peptide 

AapA1-1. D’un point de vue objectif, le peptide Pf1 comme le peptide AapA1-1 présente des acides 

aminés aromatiques au début de son hélice α transmembranaire dont leur rôle est bien connue (Killian 

et al., 1996) ainsi que le duo Lysine Arginine côté Cter qui semble important étant donné la distribution 

statistiquement non aléatoire de ces acides aminé côté Cter (Scheglmann et al., 2002). La position 

similaire de ces acides aminés entre ces deux peptides peut être dut à une fonction similaire ou dérivée. 

De par sa nature virale Pf1 diffère du Peptide AapA1-1 issu d’une bactérie mais il est fort possible que 

le Peptide AapA1-1 dans une forme ancestrale ou identique était le peptide d’enrobage d’un 

bactériophage filamenteux dont H. pylori a récupéré le gène dans son propre génome suite à sa 

contamination. Suite à ces expériences nous avons décidé d’utiliser une synthèse chimique en phase 

solide capable de palier aux problèmes de toxicité mais dont le coût prohibitif nous limita dans le nombre 

d’acide aminé marqués. Cette synthèse fut réalisée par l’entreprise commerciale Anaspec® ainsi que la 

purification de l’ordre de 95 % de pureté. Dans cette étude nous disposions donc de 4.5 mg de Peptide 

AapA1-1 avec une pureté de 95 % marqué 15N sur les acides aminés surlignés en rouge dans la séquence 

suivante MATKHGKNSWKTLYLKISFLGCKVVVLLKR. 

4.2.1.2 Les bicelles 
Les bicelles sont une nouvelle interface d’étude membranaire très utile composée d’un mélange de 

phospholipide à chaine longue et courte agrégée. Elles représentent une nouvelle classe de modèle 

membranaire qui peut être optimisé pour répondre aux besoins et limites de différentes techniques de 

spectroscopie (RMN en solution ou en phase solide par exemple) (Vold et al., 1997) (De Angelis and 

Opella, 2007). Elles ont été utilisé dès le début des années 1990 pour l’étude des protéines membranaires 

en RMN du solide (Sanders et al., 1994). Les bicelles sont des agrégats de forme discoïdale formées par 

un plan membranaire de lipides à chaine longue couronné des lipides à chaines courte qui adoptent une 

forme différente de type lamellaire perforé si le ratio molaire q (mole lipides à chaines longues / mole 

lipide à chaines courtes) dépasse un certain degré Figure 29. Classiquement les phospholipides utilisés 
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sont le DMPC pour le lipide à chaine longue et le DHPC pour celui à chaine courte. Cependant il reste 

possible d’incorporer différents types de phospholipides afin de répondre aux besoins de l’expérience, 

tel que le DMPG ou le DMPS qui peuvent servir de bon modèle de membrane procaryote ou eucaryote 

respectivement. Une des particularités importantes des bicelles est de s’aligner spontanément dans un 

champ magnétique, ce qui fut très utile en RMN, que ce soit comme vecteur d’alignement de la molécule 

pour la mesure des constantes de couplages dipolaires résiduelles en RMN du liquide ou par l’utilisation 

de l’anisotropie de déplacement chimique, et de cette même constante de couplage dipolaire dont les 

mesures qui découlent de l’orientation (imposé par les bicelles) de la molécule permet de déterminer 

son orientation en RMN du solide. Cette orientation peut directement se lire sur le spectre 31P d’une 

bicelle classique à travers la lecture du paramètre d’ordre. Le paramètre d’ordre est une mesure de la 

mobilité d’une liaison chimique ou d’un élément dans une molécule par rapport à la molécule elle-

même, il varie entre 0 et 1, avec un paramètre d’ordre de 0 définissant une liberté totale et un paramètre 

d’ordre de 1 une mobilité totalement réduite. Celui-ci peut être mesuré par le déplacement chimique 

anisotrope du 31P en utilisant cette équation : 

 𝑆𝑆
𝑏𝑏=

𝛿𝛿𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜−𝛿𝛿𝑖𝑖𝑜𝑜𝑜𝑜 
𝛿𝛿90−𝛿𝛿𝑖𝑖𝑜𝑜𝑜𝑜

 (1) 

Avec Sb paramètre d’ordre de la bicelle, δobs déplacement chimique observé, δiso déplacement chimique 

isotrope, et δ90 déplacement chimique de la composante perpendiculaire du « spectre de poudre » de 

l’élément suivi. Si nous observons le paramètre d’ordre du 31P du DMPC dans une bicelle DMPC-DHPC 

qui est de l’ordre de 0,8-0,9 (Yamamoto et al., 2009) nous pouvons tirer de l’équation précédente que 

le déplacement chimique observé est très proche du déplacement chimique de la composante 

perpendiculaire du spectre de poudre, signe que la normale de la bicouche DMPC est perpendiculaire 

au champs magnétique est d’une stabilité importante dans cette alignement. De même si nous regardons 

le paramètre d’ordre du DHPC de cette même bicelle celui-ci est plus de l’ordre de 0,4-0,5 (Yamamoto 

et al., 2009) ce qui explique la présence du pic DHPC plus proche de son déplacement chimique isotrope 

traduit par un mouvement rapide des molécules de DHPC autour de la bicouche et en échange rapide 

avec cette même bicouche. 



 
152 

 

 

 

Figure 29 Structure des bicelles DMPC/DHPC selon le ratio molaire q. En noir sont symbolisées les 
molécules de DMPC et en rouge les molécule de DHPC, le ratio molaire entre chaque phospholipides 
est désigné par la valeur q. On distingue ici les bicelles isotropiques (0.5<q<1.5) et les bicelles 
anistropiques (q>2). Adaptée depuis (Prosser et al., 2006). 

Durant cette étude nous avons utilisé deux types de bicelles avec un ratio q de 3,2 ; les bicelles 

« classiques » type DMPC-DHPC (3,2 :1) (mol:mol) ainsi que les bicelles « procaryotes » type 

DMPC/DMPG-DHPC (2,6 :0,6 :1) (mol:mol). Les bicelles sont préparées à une concentration de 28 % 

(w:v) à un ratio q de 3.2 dans un volume de 180 µl (Annexe Bicelle). Le processus d’obtention des 

bicelles suit un certain protocole décrit ci-dessous adapté depuis http://nmrresource.ucsd.edu/index.html 

1. Dans un premier temps les lipides sont amenés à l’état de poudre par lyophilisation selon leur 
conditionnement afin de se débarrasser de toute trace de solvant. Suite à cela nous formons des 
micelles avec le détergent DHPC à l’aide d’une solution de tampon HEPES 0,2 M 0,05% NaN3 
dans le volume désirée, ici 180 µl. Des cycles chauds froids sont appliqués pour homogénéiser 
et faciliter la formation des micelles.  

2. Ensuite nous incorporons ou non le peptide en poudre voulu dans ces micelles, des étapes de 
sonication furent nécessaires pour le peptide AapA1-1 afin de bien le solubiliser dans les 
micelles alors que le peptide Pf1 se solubilisait bien plus facilement, et de même à nouveau nous 
appliquons des cycles chaud froid. 

3. De par les quantités de lipides utilisé la solution est liquide seulement à basse température, 
nous ajoutons donc cette solution à 4°C aux lipides à chaines longues en poudre, s’en suit des 
étapes de cycle chaud froid jusqu’à obtention d’une solution parfaitement limpide signe que les 
bicelles, d’une taille nanométrique ne diffusant pas la lumière visible, sont formées. Un autre 
critère est aussi l’aspect liquide de la solution, et non gel, à 4°C synonyme aussi de la présence 
des bicelles. Un dernier critère de vérification durant le cycle chaud froid reste l’observation 
d’une solution liquide, claire ou légèrement trouble à 45°C. 

 

http://nmrresource.ucsd.edu/index.html
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Prélever les volumes nécessaires de lipides solubles en chloroforme 
Co-solubiliser le DMPC et DMPG ensemble et le DHPC séparément 

Evaporer le chloroforme sous flux d'Azote pour faire un film 

Congeler ce film 

Lyophiliser toute une nuit 

Ajouter HEPES 0,2 M 0,05% NaN3 180 µl 

au  film de DHPC 8,7 mg 

Cycle Chaud Froid (x3) 45 °C 4°C Vortex N2 Liquide 

Ajouter cette solution à 4°C à la protéine en poudre (étape optionnelle) 

Cycle Chaud Froid (x3) 45 °C 4°C Vortex N2 Liquide 

Ajouter cette solution à 4°C au mix DMPC/DMPG ou DMPC 41 mg 

Cycle Chaud Froid (x10) 45 °C 4°C Vortex N2 Liquide 

Refroidir la pipette avec le tampon à 4°C ainsi que le tube RMN 
Remplir le tube RMN à froid car la solution est liquide à 4°C 

Sceller le tube avec un bouchon perforé afin d'éviter les bulles 
 

Ce protocole fut quelque peu modifié pour l’échantillon avec le Peptide AapA1-1, une température de 

53°C, une température de solubilisation plus basse fut nécessaire (0°C), ainsi qu’une étape de 30s de 

sonication du peptide avec le DHPC. 
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4.2.2 L’Expérience 
L’étude des protéines membranaires par RMN du solide, permet d’acquérir bon nombre de données 

structurales qui sont très difficile à obtenir par Diffraction au rayon X, (de par la difficulté à cristalliser 

les protéines membranaires dans leur environnement lipidique) ou par RMN en solution (qui est limitée 

par le temps de corrélation de l’échantillon due à une interface membranaire de taille conséquente). Une 

des données importantes qu’il est possible d’acquérir en RMN du solide est l’orientation des hélices 

transmembranaires par rapport au plan membranaire grâce à l’une des expériences les plus puissantes 

de cette spectroscopie. Elle permet de corréler avec une très grande précision et résolution le 

déplacement chimique anisotrope et le couplage dipolaire. Il existe plusieurs techniques qui permettent 

cette mesure dépendant de la séquence RMN utilisée dérivant du principe de « Separated Local Field 

Spectroscopy » (Hester et al., 1976) ; la séquence PISEMA (Wu et al., 1994) ou alors la séquence 

SAMPI4 (Nevzorov and Opella, 2007) développé par Alexander Nevzorov à la fin des années 2000. 

Cette séquence d’un point de vue général lie l’information de du déplacement chimique 15N du squelette 

peptidique avec la constante de couplage dipolaire 15N-1H. L’Hamiltonien des interactions RMN dans 

cette expérience peut être écrite te quel : 

 Htotal = HσS + HσI + HII + HSS + HIS (2) 

Avec Htotal l’hamiltonien total, ici décrivant seulement les interactions internes, HσS l’hamiltonien du 

déplacement chimique du spin dilué à savoir le 15N, HσI celui de déplacement chimique de spin fort à 

savoir le 1H, HII l’hamiltonien de la constante de couplage dipolaire homonucléaire 1H-1H, HSS 

l’hamiltonien de la constante de couplage dipolaire homonucléaire 15N-15N, et HIS l’hamiltonien de la 

constante de couplage hétéronucléaire 15N-1H.  

 

Figure 30 Illustration schématique de la séquence Sampi4. En gris foncé le bloc “repetitive cross 
polarization” qui permet une augmentation du signal 15N. En gris moyen le bloc Sampi4 a proprement 
parlé, qui permet la lecture de la constante de couplage dipolaire 15N-1H durant le temps t1. En gris 
clair le bloc d’acquisition du déplacement chimique des 15N. 

Cette équation est dans un premier temps simplifié en négligeant la constante HSS car l’élément 15N n’est 

pas présent à forte concentration comparé aux autres éléments son hamiltonien aura une énergie faible 
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dans l’hamiltonien total comparé aux autres interactions. L’expérience basé sur le principe du SLF, aura 

pour but d’éliminer les interactions dont nous ne voulons pas à savoir HσI et HII afin de pouvoir mesurer 

les interactions qui nous intéresse HσS le déplacement chimique anisotrope dans ce cas-là du 15N et HIS 

la constante de couplage hétéronucléaire 15N-1H. L’expérience se divise en trois parties distinctes Figure 

30. Une première partie qui sert de préparation à l’expérience dans laquelle on travaille sur le signal afin 

d’intensifier sa réponse, il s’agit du bloc de « cross polarization » CP et d’une séquence particulière le 

« cross repetitive polarization » REP-CP développée par l’équipe du Pr Nevzorov (Tang and Nevzorov, 

2011). Une seconde partie dans laquelle nous éliminons le signal HII ou constante de couplage 

homonucléaire 1H-1H, pour pouvoir enregistré le signal HIS, tout en négligeant le signal HSS. Cette 

séquence est la séquence Sampi4 à proprement parlé, elle va lire la constante de couplage 15N-1H de 

chaque atome durant un temps t1 afin de la corréler avec le déplacement chimique anisotrope de ce 

même atome dans un temps t2 qui est la troisième partie de l’expérience. Cette troisième partie étant 

une séquence classique dans laquelle tout signal provenant de l’atome 1H est éliminé et donc le HσI, pour 

pouvoir lire le signal du déplacement chimique anisotrope du 15N HσS.  

 Htotal = HσS + HIS (3) 

Cette expérience fournira un spectre en 2D dans lequel le déplacement chimique anisotrope 15N de 

chaque 15N du squelette peptidique sera corrélé avec la constante de couplage dipolaire 15N-1H à ce 

déplacement chimique. Cette approche explicative est simplifié dans le sens que ces interactions sont 

décomposé différemment ; il n’y a pas à proprement parlé de déplacement chimique et l’Hamiltonien 

de couplage hétéronucléaire est modifié sous la forme de « flip-flop » dans un double référentiel tournant 

basculé. Nous allons décrire les deux blocs ci-dessous la séquence REP-CP et Sampi4, le troisième bloc 

étant un bloc classique nous ne nous attarderons pas dessus. 

4.2.2.1 Repetitive Cross Polarization 
La « cross polarization » est généralement utilisée pour observer le signal des spins dilués tel que l’15N 

car ces spins ont un faible rapport gyromagnétique, étant de plus, moins nombreux en quantité, le rapport 

signal sur bruit est plus faible. Le temps de relaxation de ces spins est bien plus long de par l’absence 

de couplage dipolaire homonucléaire fort ce qui a tendance à allonger le temps d’expérience. Ce 

handicap peut être levé en récupérant, en un sens, la magnétisation d’un spin fort tel que le 1H sur un 

spin dilué, par ce bloc de « cross polarization ». Ceci est possible par une transformation sur un double 

référentiel tournant, dans lequel chaque référentielle rend statique le champ magnétique d’un pulse sur 

le 1H et de même sur le 15N. Un premier pulse sur le canal 1H bascule l’aimantation sur le plan transverse 

et un pulse appelée pulse de contact ou « spin lock field » est ensuite appliqué sur ce même canal. Au 

niveau du référentiel tournant 1H, ces spins ne ressentent que le champ magnétique induit par ce « spin 

lock field ». Un pulse de contact est aussi appliqué sur le canal 15N ce qui a le même effet que sur 1H, 

bloquant l’aimantation 15N dans un référentiel tournant rendant statique l’aimantation 15N dans ce 

nouveau référentiel. La particularité de ces deux pulses est d’avoir des énergies différentes mais qui 
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tendent à amener les deux aimantations dans les conditions appelé « Hartmann-Hahn match » Figure 

31. Cet état a pour effet d’équilibrer la différence énergétique entre les deux référentiels tournant de 

chaque spin. Dans cet état ou condition de « Hartmann-Hahn » la constante de couplage dipolaire 

hétéronucleaire qui n’est pas affecté par ces pulses permet une redistribution énergétique entre les spins 

tout en conservant l’énergie globale du système constante, en forçant la relaxation des spins. Ceci tend 

à augmenter l’aimantation du spin dilué 15N au détriment de l’aimantation du spin 1H, dans une approche 

proche de la thermodynamique appliqué à un pool de spin.  

 

Figure 31 Illustration schématique de la condition « Hartmann-Hahn matching ». Les différences 
énergétiques entre les spins 1H et 15N sont amené à égalité par un pulse B1 respectif pour chaque canaux 
qui amène leur vitesse de précession à égalité et permet le transfert d’aimantation médiate par la 
constante de couplage dipolaire. 

Cependant le transfert de l’aimantation du spin fort au spin dilué est en général incomplet avec seulement 

un pulse de contact. Ceci est dut à de multiples raisons tel le rapport du nombre de spin fort et dilué qui 

limite le transfert « thermodynamique » de l’aimantation sur des temps court ; le moteur de ce transfert 

étant vite saturé. Ou encore les temps de relaxation T1rho (moins de 1.5 ms) vraiment court pour le 1H 

qui tend à faire perdre le « spin lock » de ce spin fort, annulant tout transfert efficace. En tenant compte 

de ces facteurs et d’autres facteurs plus spécifiques (inhomogénéité des champs) après un seul contact 

CP,  88% de l’aimantation est transféré. Il est possible de palier à ce transfert en allongeant le temps de 

pulse de contact mais ceci peut tendre à chauffer l’échantillon et les problèmes précèdent demeurent, le 

temps de relaxation étant le même, les inhomogénéités de champs perturbant les conditions de 

« Hartmann-Hahn », etc… Une autre hypothèse suivie par l’équipe du Pr Nevzorov consiste à appliquer 

plusieurs contacts courts coupés de temps d’équilibration. En effet, en théorie après deux contacts CP, 

le transfert monte à 99%. Le choix de contact court permet un transfert sans perte significative du « spin 

lock » sur le 1H de plus les temps d’équilibrage permettent au pool de proton de récupérer leur 

aimantation sans perdre celle du 15N de par son temps de relaxation long. Le moteur du transfert 

« thermodynamique » est donc remis dans un état plus favorable en remettant le pool de spin 1H à son 

maximum, et en épargnant à l’échantillon une augmentation de température excessive par des pulses 

longs. Le nombre de contact multiple atteint vite une saturation, il n’est donc pas nécessaire d’augmenter 
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ce nombre vers de hautes valeurs. A la suite de ce premier bloc nous avons une aimantation bien plus 

importante sur le spin dilué 15N transféré à partir du spin fort 1H qui va permettre l’acquisition d’un 

signal avec un rapport signal sur bruit plus favorable. 

4.2.2.2 Sampi4 
Le bloc Sampi4 se déroule durant le temps t1, c’est donc lui qui va fournir l’information de constante 

de couplage hétéronucléaire 15N-1H tout en éliminant les informations non voulu tel que la constante de 

couplage homonucléaire 1H-1H par exemple. Si nous regardons l’Hamiltonien du couplage 

hétéronucleaire nous pouvons voire que celui-ci est lié à un angle β 

 
h�−1 H�Dhétéro =  

γA γB
rAB3

 �ÎzA ÎzB�
1
2

 Dzz
P  (

3 cos2 β − 1
2

) 
(4) 

Cette angle β est l’angle formé entre le champ magnétique B0 et le moment N-H pour le cas du couplage 

hétéronucléaire 15N-1H. Cette constante dans un échantillon aligné sera donc une formidable source de 

contraintes pour résoudre une structure par exemple, ou dans notre cas, pour déterminer l’orientation de 

nos hélices α. Le bloc Sampi4 a donc deux missions, lire cette information et supprimer les informations 

non voulu durant le temps t1. Le Sampi4 découle du bloc SAMMY pour lequel il est une amélioration 

non négligeable (Nevzorov and Opella, 2003). Le bloc peut être divisé comme nous pouvons le voir 

dans la Figure 30 en deux parties ; t1 pair et t1 impair, ces mêmes parties étant divisées en trois  sous 

parties. Durant les sous parties 1 et 3 l’Hamiltonien total évolue sous les Hamiltoniens qui décrivent les 

interactions entre le spin dilué 15N et le spin fort 1H et entre les spins fort 1H-1H entre eux. Nous 

négligeons ici les interactions spin dilué-spin dilué 15N-15N et toutes les autres qui ne nous intéressent 

pas. Durant la seconde sous partie, des pulses sur le canal 1H et le 15N découplent ceci et laisse 

l’Hamiltonien évoluer seulement sous les interactions homonucléaires 1H-1H. Le fait que les sous parties 

1 et 3 symétrise en phase la partie t1 pair tend à éliminer le couplage homonucléaire 1H-1H par le principe 

de l’Hamiltonien moyenné. L’idée derrière la théorie de l’Hamiltonien moyenné décrit l’Hamiltonien 

d’une interaction selon un temps donné en additionnant l’Hamiltonien réel de cette interaction au cours 

de chaque période de ce temps Figure 32. 
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Figure 32 La théorie de l’Hamiltonien moyenné. Le propagateur U qui décrit une séquence 
d’impulsion au cours du temps peut être décomposé en une multitude d’exponentielle de l’Hamiltonien 
à chaque temps d’évolution τ ou à chaque évolution par un pulse δ. Cette série d’exponentielle est 
remplacé par une exponentielle de l’Hamiltonien moyenné qui décrit l’effet net de toute cette séquence 
à la fin de celle-ci (Duer, 2002). 

La fonction U(t) appelée propagateur est donné par la relation : 

 U(t) = e−iHt (5) 

Dans laquelle H est l’Hamiltonien qui décrit le système de spin entre les temps t0 et t. Cependant cette 

relation est valable que si celui-ci reste constant au cours du temps, hors nous appliquons des pulses et 

des délais qui font varier celui-ci, l’équation précédente s’écrit donc : 

 U(t) = e−iH1t1 … e−iHntn (6) 

Avec H1, l’Hamiltonien qui opère à la période t1 et ainsi de suite jusqu’à tn. Les évènements t1 à tn se 

déroulant dans un ordre chronologique nous pouvons remplacer cette série d’exponentielle par une seule 

exponentielle avec l’Hamiltonien moyenné. 

 U(t) = e−iH1t1 … e−iHntn = e−iH�t (7) 

L’intérêt de cette transformation permet si nous nous arrêtons à un temps précis dans une séquence 

désigné de connaitre l’état du système de spin. L’Hamiltonien moyenné étant la somme des 

Hamiltoniens à chaque période de temps ti.  

 H�(tn) = H1t1 + H2t2 + ⋯+ Hntn (8) 

En choisissant le bon moment ti, ici la fin de la sous partie 3, l’Hamiltonien moyenné des interactions 

sera l’addition des Hamiltoniens décrivant celui-ci au cours du temps et dans notre cas celui-ci sera nulle 

au temps de fin de la sous partie 3 ; éliminant ainsi l’interaction homonucléaire 1H-1H pendant un temps 

assez long qui permet la poursuite de la séquence en négligeant celle-ci. La précision de cette assomption 

est améliorée si les parties de la séquence sont symétrisées – H1 = Hn, H2 = Hn-1, etc… Cette partie t1 
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pair étant aussi symétrique dans sa phase avec t1 impair ceci élimine l’Hamiltonien de déplacement 

chimique du 1H, aboutissant à une lecture de l’Hamiltonien de couplage hétéronucleaire 15N-1H qui elle 

n’est pas affectée. Durant le temps t1 le bloc Sampi4 nous donne donc cette information avec de 

meilleurs résultats que les séquences précédentes telles le bloc PISEMA par exemple. Durant le dernier 

bloc de temps t2, une impulsion longue de découplage sur le canal 1H élimine l’aimantation de ce spin 

et la lecture du déplacement chimique se fait sur le canal 15N de façon classique. Ceci aboutit donc a 

corréler le déplacement chimique du 15N d’un pic avec la constante de couplage dipolaire 15N-1H de ce 

même pic et ceci pour chaque pic. 

4.2.2.3 La méthode Expérimentale 
L’échantillon de bicelle ou bicelle avec protéine se présente de façon limpide et présente une phase gel 

à température ambiante. Il peut être conservé à température ambiante plusieurs jours car il présente une 

certaine stabilité. Pour les expériences de RMN, l’échantillon est inséré dans la bobine de la sonde RMN 

de façon à occuper toute la place possible. La sonde est ensuite installé à l’intérieur du spectromètre ceci 

précède l’étape de branchement de tous les canaux nécessaire 1H 31P 15N pour la lecture et des 

branchements de flux d’air et de sonde de température. Une dernière étape de réglage du « tune » et 

« match » pour chaque canaux et nécessaire en commençant par le canal du noyau au rapport 

gyromagnétique le plus faible soit ; 15N  suivit du 31P et du 1H. Pour ce faire nous suivons la tension 

réfléchie, à l’aide d’un oscilloscope branché en parallèle de façon à pouvoir lire celle-ci. Cette étape de 

réglage permet d’adapter le circuit de la sonde pour chaque canal afin de délivrer la gamme de fréquence 

adéquate qui permettra les transitions énergétiques des spins nucléaires de façon la plus optimale. Après 

toutes ces étapes le spectromètre est prêt pour l’expérience RMN. Le « tuning » est le processus 

d’ajustement du circuit du canal approprié à la fréquence à laquelle il coïncide avec la fréquence du dit 

élément du canal. Par exemple la fréquence à laquelle le circuit du 1H est la plus sensible doit être ajusté 

sur la fréquence de résonnance des pulses 1H. Le « matching » est quant à lui le processus d’ajustement 

de l’impédance du circuit jusqu’à qu’il corresponde à l’impédance de la ligne de transmission connecté 

à lui, un « matching » correcte minimise la puissance transmis à la bobine. Ce processus se réalise 

mécaniquement en faisant varier des capaciteurs variables dans les circuits. Il y a souvent des 

interactions entre les capaciteurs d’un même circuit et aussi entre circuit, pour minimiser cet effet non 

désirable et pour sauvegarder la sonde il est nécessaire de faire le « tune » et le « match » en fonction 

du rapport gyromagnétique croissant des noyaux. Toutes les expériences sont réalisées sur un 

spectromètre Bruker Advance 500 Mhz UltraShield sur des sondes personnalisées par Bruker à la 

demande du Pr Nevzorov   
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4.2.3 Résultats 

4.2.3.1 Préparation des bicelles 
Les bicelles, qui ont la capacité de s’aligner sur le champ magnétique, sont dans un premier temps 

observé par RMN du 31P.  Il existe 3 critères à regarder dans un spectre 31P de bicelle : 

1. La distance entre les deux pics 31P de chaque élément de la bicelle, à savoir le DHPC le 
« lipide » à chaines courtes et le DMPC le lipide à chaines longues. Cette distance entre les 
deux pics doit être comprise entre 6 et 8 ppm. Cette distance reflète en fait le déplacement 
chimique des éléments dans leurs positions alignées sous contraintes et non dans leur position 
libre isotropiques. Le fait de regarder la distance relative entre les deux pics plutôt que les 
déplacements chimiques de ces deux mêmes pics, tient au fait que le spectre phosphore n’est 
pas référencé sur ce spectromètre et du fait aussi que selon la température les déplacements 
chimiques varient de façon relativement importante mais en parallèle pour chaque pic. La 
mesure de la distance devient donc à une mesure relative du déplacement chimique de l’un par 
rapport à l’autre. Cette mesure reste cependant une très bonne méthode pour déterminer la 
présence ou non de ces bicelles et ceci reste une norme utilisée par la communauté des gens 
étudiant les bicelles.  

2. L’intégrale sous le pic. En effet, la RMN est une technique quantitative, elle permet donc par 
cette mesure de vérifier le rapport q de la bicelle avec comme unité en général la quantité de 
DHPC, les bicelles étant définit en général par le rapport de une mole du « lipide » à chaine 
courte pour le nombre de mole de lipide à chaine longue voulu. 

3. La largeur des pics à mi-hauteur. Cette caractéristique est directement liée à la propriété 
d’alignement des bicelles avec le champ magnétique. Plus cette largeur est fine plus la bicelle 
est alignée, en général elle est de l’ordre de 100 Hz, mais peut descendre en dessous pour des 
bicelles très bien alignées. Cette alignement, est aussi fonction du temps que passe l’échantillon 
dans l’aimant, le nombre de bicelle qui s’aligne, augmentant avec le temps. Un sous critère 
dépendant de celui-ci, est la forme du pic. Le pic de chaque élément doit être d’une forme 
symétrique, preuve d’un homogénat des orientations des éléments de l’échantillon, et non un 
« spectre de poudre » synonyme d’un aléatoire des orientations de ce même élément. 

Nous pouvons voir ci-dessous Figure 33 le spectre phosphore légendé d’une bicelle « classique » à 

38°C. On reconnait les deux pics de chaque élément dont la forme général symétrique des pics est 

respectée. Le pic du DHPC étant à gauche par rapport au pic du DMPC.  La distance de 6.34 ppm entre 

chaque pic est preuve de la présence de bicelles qui sont alignées avec le champ magnétique étant donné 

la largueur du pic à mi-hauteur du DMPC de 125.43 Hz. Le rapport q de cette bicelle est tenu avec 1 

mole de DHPC pour 3.18 mole de DMPC, ce qui est proche d’un q=3.2. 
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Figure 33 Spectre 1D 31P d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC à 38°C. Spectre acquis sur 
Bruker Advance 500 Mhz. En rouge est représentée la valeur de l’intégrale du pic correspondant avec 
comme base standard le pic de DHPC.  

Ci-dessous Figure 34 est présenté le spectre 31P d’une bicelle « procaryotique » DMPC/DMPG-DHPC 

avec un ratio respectivement de 2.6/0.6-1 (mol/mol-mol). Ce spectre comparé au précèdent présente un 

pic supplémentaire qui représente le 31P du DMPG celui-ci s’intercalant entre les deux pics. Toutes les 

caractéristiques sont respectées avec une distance de 5.95 ppm entre les pics du DMPC et du DHPC, un 

alignement correct qui va tendre à s’améliorer avec le temps et un ratio q adéquat avec une 1 mole de 

DHPC pour 0.7 mole de DMPG et 2.4 mole de DHPC ce qui résulte en un q=3.1 au lieu de 3.2. 
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Figure 34 Spectre 1D 31P d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC-DMPG à 38°C. Spectre acquis 
sur Bruker Advance 500 Mhz. En rouge est représentée la valeur de l’intégrale du pic correspondant 
avec comme base standard le pic de DHPC.  

Ces bicelles qui sont bien formées et alignées vont nous servir dans le cadre de cette expérience, de plus 

elles offrent une stabilité relativement importante sur une large gamme de température avec un avantage 

pour la bicelle procaryotique qui est plus stable sur une plus grande gamme de température, nous 

permettant ainsi de trouver des conditions adéquate pour l’échantillon avec le peptide. 

4.2.3.2 Etude de Pf1 
En parallèle de l’étude du Peptide AapA1-1, une étude du peptide Pf1 fut réalisée comme contrôle positif 

des expériences. Ci-dessous nous pouvons voir le spectre 31P de l’échantillon de Pf1 incorporé dans des 

bicelles. Les critères de validation d’une bicelle sont présents, avec cependant une sur-présence de 

DMPC qui ne posera cependant pas de problème étant donné que nous restons dans des formes de 

bicelles similaires cependant légèrement plus grande. L’échantillon est stable à température ambiante et 

ceci sur plusieurs jours, le peptide Pf1 ne semblant pas altérer les propriétés de formation des bicelles. 

Cette étape est considérée comme validé Figure 35. 
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Figure 35 Spectre 1D 31P d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC en présence de peptide Pf1 à 
38°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz. En rouge est représentée la valeur de l’intégrale du 
pic correspondant avec comme base standard le pic de DHPC.  

Suite à cela nous avons acquis un spectre 1D de 15N afin de voir cette fois-ci le peptide Pf1 seulement 

dans cette échantillon ; peptide + bicelle. Nous pouvons voir un spectre avec un éclatement des pics 

corrects, chaque pic reflétant les 15N du squelette peptidique, Pf1 étant uniformément marqué. La largeur 

des pics à mi-hauteur est correcte sans pour autant atteindre une qualité d’échantillon remarquable 

Figure 36. Le spectre 15N est référencé, nous pouvons donc distinguer une limite dans le déplacement 

chimique, ici 100 ppm, qui marque la différence entre les 15N dans la région transmembranaire et les 
15N dans la région interfaciale de la bicelle. Ici, la plus grande partit des pics est dans la zone inférieure 

à 100 ppm preuve d’une insertion du peptide dans la bicouche de la bicelle dépeintes ici par l’hélice α 

souligné en rouge. Cependant il existe des pics dans la zone interface qui représente l’hélice α souligné 

en vert dans la figure. Cette identification des hélices à partir de ce spectre n’étant possible que par 

l’existence des spectres 2D ayant permis l’attribution des pics et est donc une identification a posteriori. 

La vérification du peptide étant correcte cette étape est validée. 
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Figure 36 Spectre 1D 15N d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC en présence de peptide Pf1 à 
38°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz. 

L’échantillon étant validé tant sur le plan de la bicelle et du peptide, l’expérience de détermination de 

l’orientation pouvait être réalisée. Ci-dessous Figure 37 nous pouvons voir le spectre 2D de Sampi4 

corrélant les déplacements chimique anisotrope de 15N avec la constante de couplage 15N-1H. Nous 

pouvons distinguer la partie transmembranaire marquée par un ellipsoïde rouge dans la partie inférieur 

à 100 ppm du spectre. Des expériences, non réalisé ici, sur une version améliorée du Sampi4 permettent 

d’attribuer les pics à chaque acide aminé et ainsi comparer ce spectre expérimental avec un spectre 

théorique simulé qui permet de remonter à l’orientation de cette hélice α transmembranaire. Le spectre 

ici présent, étant similaire au spectre déjà acquis par l’équipe du Pr Nevzorov, l’orientation du peptide 

à 35° par rapport à la normale de la bicouche est respectée. 
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Figure 37 Spectre 2D PISEMA d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC en présence de peptide 
Pf1 à 38°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz. 

Les expériences de contrôle positif sur le peptide Pf1 sont concluantes quant à la fiabilité des protocoles 

et des installations pour pouvoir envisager l’étude du Peptide AapA1-1. 

4.2.3.3 Etude de AapA1-1 
Dans le cadre de l’étude du peptide AapA1-1, nous avons dans un premier temps utilisé les mêmes 

conditions expérimentales que le peptide Pf1. La formation de la bicelle avec le Peptide AapA1-1 ne 

suit pas le même cheminement que pour Pf1. En effet les critères de formation lors de la préparation des 

bicelles n’était pas respectée ; la solution était visqueuse à 4°C, elle était trouble à 45°C ce qui diffère 

de l’échantillon Pf1. Cependant le spectre 31P de l’échantillon à 30°C, et seulement à 30°C plus ou moins 

1°C, indique la présence de bicelle Figure 38. Ci-dessous nous pouvons voir le spectre, on observe tout 

de suite que les pics ne sont pas complètement symétrique, on peut voir l’esquisse d’un « spectre  de 

poudre ». Les autres critères étant respectés ; la distance entre les pics de 7.45 ppm, le ratio molaire q et 

l’alignement dans le champ lu à travers la largeur à mi-hauteur de 162.05 Hz. Le spectre 31P de cet 

échantillon AapA1-1+bicelle est validée bien que certaines caractéristiques de contrôle ne sont pas 

respectées.  
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Figure 38 Spectre 1D 31P d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC en présence de peptide AapA1-
1 à 30°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz. En rouge est représentée la valeur de l’intégrale 
du pic correspondant avec comme base standard le pic de DHPC 

Suite à cela nous procédons à l’acquisition du spectre 15N du peptide AapA1-1 dans cet échantillon 

bicelle DMPC-DHPC. Le spectre diffère très clairement du spectre attendu Figure 39. Il faut noter ici 

que nous avons dut multiplier le signal FID (Free Induction Decay) par une exponentielle décroissante 

ce qui permet d’avoir un meilleur ratio signal sur bruit mais ce qui a tendance à élargir les pics. En effet 

le signal de FID qui est la somme des signaux continues de chaque élément de l’échantillon est un signal 

fonction du temps qui est traitée par une transformée de Fourier qui ramène celui-ci sur un signal 

fonction de la fréquence, qui est l’inverse du temps. La transformée de Fourier étant l’outil 

mathématique transformant une fonction continue en fonction discrète. Le fait de forcer le signal en le 

multipliant par une fonction continu décroissante à période défini, à l’effet inverse dans la dimension 

fréquence ce qui tend à élargir les pics. La RMN étant quantitative l’élargissement des pics entraine une 

diminution de leur intensité, éliminant ainsi le bruit résiduelle vers zéro. Dans ce spectre nous avons 

appliqué une fonction périodique de fréquence 100 Hz qui décroit de façon exponentielle. Le spectre 
15N du Peptide AapA1-1 présente la forme d’un « spectre de poudre » suggérant l’absence d’une 

orientation homogène du peptide durant le temps de lecture ou acquisition du signal. L’expérience 

présentant une limite de temps de corrélation de l’objet suivi de l’ordre de la microseconde, l’objet 

peptide + bicelle ou peptide oligomérique atteignant cette limite. Cette étape n’étant pas validé il était 

nécessaire de retravailler sur l’échantillon avant d’envisager l’acquisition d’un Sampi4. 
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Figure 39 Spectre 1D 15N d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC en présence de peptide AapA1-
1 à 30°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz  

Nous avons travaillé sur un échantillon avec des bicelles DMPC/DMPG-DHPC conséquemment aux 

expériences précédentes. La préparation de la bicelle procaryotique posa des problèmes similaires à la 

préparation précédentes, cependant la stabilité des bicelles est présente à 38°C avec la présence des 

indicateurs au vert Figure 40. Des pics de forme globalement symétrique avec une distance en ppm de 

5.82 ppm respecté ainsi qu’un ratio molaire q=2.8 proche du ratio molaire attendu. L'alignement des 

bicelles déduites de la largeur de 208.59 Hz tendant à s’améliorer avec le temps dans le spectromètre. 

Cet échantillon bien que ne présentant pas des traits totalement similaires à l’échantillon de Pf1 est 

considérés comme bon et l’étape de validation des bicelles est acceptée.  
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Figure 40 Spectre 1D 31P d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC-DMPG en présence de peptide 
AapA1-1 à 38°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz 

L’acquisition d’un spectre 15N pour suivre le comportement du Peptide AapA1-1 dans ces bicelles plus 

stable DMPC/DMPG-DHPC a pu être réalisée à 38°C grâce notamment à cette stabilité accrue par la 

présence de DMPG. Le spectre 15N présente dans ce cas aussi la forme d’un « spectre de poudre » 

définissant à nouveau un comportement similaire à l’échantillon précèdent Figure 41. Les pics de 

chaque élément étant non définis la validation de cette étape n’est pas possible. 
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Figure 41 Spectre 1D 15N d’une bicelle anistotropique DHPC/DMPC-DMPG en présence de peptide 
AapA1-1 à 38°C. Spectre acquis sur Bruker Advance 500 Mhz 

L’acquisition d’une expérience de Sampi4 ne peut être réalisée sur ces échantillons sans un travail au 

préalable d’amélioration de celui-ci sur différents niveaux.  Le choix d’une interface, la méthode de 

préparation des bicelles ou l’optimisation de la séquence sont autant de point pouvant être mise en 

adéquation pour le cas du Peptide AapA1-1.  
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4.2.4 Discussion 
Ce qui définit l’activité d’un peptide membranaire n’est pas dans tous les cas seulement sa structure, 

mais aussi comment celui-ci interagit avec la membrane. Tandis que la structure du squelette définit la 

nature amphiphatique ou non du peptide, c’est l’alignement moléculaire qui définit quelle est son mode 

d’interaction. L’interaction devenant très dépendante de l’orientation de la molécule dans la bicouche 

membranaire qui peut dans de nombreux cas définir son mode d’action. Dans le cas où cet élément 

membranaire est considéré comme une hélice rigide, amphiphatique ou non, nous pouvons classer cette 

interaction en 3 grands groupes. 

L’interaction de type aligné à la surface, appelée état S ou « S-state ». 

L’interaction de type immergé oblique, appelée état T ou « T-state » 

L’interaction de type inséré transverse, appelée état I ou « I-state » 

Ces trois type d’interaction sont autant valide pour définir un peptide dans un état monomérique ou 

oligomérique (Grage et al., 2010). De l’état d’interaction et de l’état monomérique ou oligomérique du 

peptide, il est possible de déterminer un mécanisme d’action du peptide dans son activité membranaire. 

Un peptide monomérique à l’état S ,à une concentration élevée, peut être classé comme un peptide ayant 

une activité lytique de la membrane par effet détergent, c’est le cas du modèle « carpet » bien connu 

chez les peptides antimicrobiens (Zasloff, 2002).  De même un peptide dimérique à l’état I peut être 

classé comme un peptide dépolarisant, comme le peptide TisB qui dépolarise la membrane par transport 

de proton (Steinbrecher et al., 2012). Cette orientation du peptide dans la membrane est donc un 

formidable indice pour comprendre l’activité de celui-ci dans cet environnement. L’orientation est 

définit selon deux critères ; l’angle τ et l’azimut ρ comme décrit dans la Figure 42. Cependant ces angles 

ne sont pas fixes et il existe une certaine dynamique dans la membrane qui fait varier ces deux 

caractéristiques selon une marge de grandeur relativement importante. La mesure de ces variations 

n’étant pas très bien définis, celle-ci dépendant beaucoup de la technique utilisée pour déterminer ces 

deux angles, en particulier l’échelle de temps de lecture qui se traduit par une mesure des orientations 

moyenné ou une mesure d’une distribution d’orientation L’existence de la roue de PISA dans 

l’expérience Sampi4 montre que ces angles sont bien fixes dans certains cas, comme celui de Pf1. A 

partir de ces données nous pouvons comprendre quel est le rôle de Pf1 dans le processus de formation 

de la capside du phage filamenteux f1. Le virion du phage f1 est formé de ce même peptide oligomérisé 

de façon à former une enceinte imperméable qui protège le génome virale de l’environnement extérieur 

(Marvin, 1998).  Cette enceinte est cylindrique. Elle est longue de 9000 Å avec un diamètre de 65 Å et 

contient le génome ssADN du phage. 
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Figure 42 Représentation des caractéristiques d’Insertion d’un peptide dans une bicouche. En gris 
foncé l’interface polaire de la bicouche et en gris foncé son cœur hydrophobe. La normale de la 
bicouche est marquée par l’axe fléchée perpendiculaire à la bicouche, de laquelle nous pouvons 
connaitre l’angle τ, l’angle que nous mesurerons avec la séquence Sampi4. L’angle de rotation ρ 
découle d’une dynamique du peptide au sein de cette bicouche qui n’altère pas l’angle τ. 

Ces mesures pouvant varier selon la taille du génome (Marvin, 1998).  L’assemblage de cette enceinte 

se fait dans la membrane interne de l’hôte infecté contrairement à d’autre bacteriophage, l’enceinte final 

ne possèdent plus aucune trace de lipide, elle n’est formé que de protéines. A l’aide de protéines, 

membranaires annexes qui participe à cette assemblage, dont nous discuterons pas ici, le virus se reforme 

(Marvin, 1998). Les indices de l’orientation et de l’insertion du peptide Pf1 dans la membrane sont des 

outils indispensables pour comprendre son fonctionnement. Le peptide Pf1 est monomérique à l’état I 

dans la membrane plus une autre hélice à l’état S. On peut diviser celui-ci en 3 partie ; de deux hélices 

α avec l’hélice la plus longue transmembranaire ou I et la plus courte en contact tangentielle avec 

l’interface ou S et une troisième partie formé du duo Arginine-Lysine côté Cter qui se trouve dans 

l’interface opposé à l’hélice S. Le fait que cette hélice a la capacité de s’insérer dans la membrane prouve 

dans un premier temps que c’est à ce niveau que se forme l’enceinte du futur virion ; l’hydrophobicité 

de cette hélice α contraignant le processus à un environnement précis (Russel et al., 1997). L’ADN 

génomique virale est amené à la membrane par des protéines accessoires, qui ensuite est inséré à 

l’intérieur du filament naissant de Pf1 et ceci est possible car le duo Arginine Lysine Cter de Pf1 à 

l’interface membranaire permet se premier contact favorable, l’ADN étant chargé négativement. 

L’enceinte formée, ces deux acides aminés tapissant la face interne de cette enveloppe contrebalance les 

charges négatives de l’ADN génomique virale (Russel et al., 1997). Ce duo d’acide aminé présente 

plusieurs rôles ; il aide à l’insertion transmembranaire de l’hélice α car il limite le basculement ou 

l’insertion prolongée de celle-ci dans la membrane, ils servent de premier contact avec l’ADN 

génomique virale dans le processus de formation de l’enveloppe et stabilise le virion en neutralisant 
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mutuellement avec l’ADN génomique leur charge lorsque le virion est formé (Russel et al., 1997). 

L’hélice α à l’état S à un rôle encore controversé. Les bactériophages filamenteux ont la particularité 

d’avoir un point isoélectrique de surface très bas, en général de l’ordre de 2 à 3 (Dowd et al., 1998). 

Cette surface à si faible point isoélectrique est possible par cette hélice à l’état S en membrane, car elle 

a la particularité d’être formé de beaucoup d’acide aminé chargé négativement. Elle aurait donc un rôle 

de caractérisation de la surface de l’enveloppe du virion, la rendant très négative. Cependant il est à 

noter que dans les protéines d’enrobage souvent cette hélice peut être clivée lors de sa présence en 

membrane. L’espace entre les deux membranes externe et internes des bactéries Gram négative étant un 

environnement riche en protéine lytique (Marvin, 1998). Nous venons donc de voir que toutes les 

informations tirées de cette expérience sont très utile pour comprendre le processus de formation de 

l’enveloppe, il faut noter que ces informations ont été validés par des expériences ultérieurs, celles-ci 

aurait étaient, plus des hypothèses de travail sans la confirmation par ces dites expériences. 

Pour le peptide AapA1-1 les résultats obtenus sont différents. Si nous regardons dans un premier temps 

l’effet du peptide sur les bicelles, nous remarquons que les peptides ont une action sur celles-ci, signe 

d’une interaction du peptide avec elles. Il est bien plus difficile d’obtenir des bicelles dans des conditions 

similaires de température par exemple. Les spectres 31P des bicelles plus peptide sont différents des 

spectres 31P des bicelles seules ou des bicelles avec Pf1. Cette différence est surtout au niveau de la 

température. Nous avions des bicelles DMPC-DHPC à 38°C aisément sans peptide ou avec Pf1 alors 

que pour le Peptide AapA1-1 nous devons descendre à 32°C. Ceci indique que le peptide perturbe la 

formation des bicelles ou l’intégrité des bicelles aux températures classiques d’obtention de 38°C. Pour 

la formation des bicelles il est nécessaire de se trouver au-dessus de la températures de transition du 

lipide à chaine longue ici le DMPC de 24°C (Lipid Thermotropic Phase Transition Data base) et dans 

une fourchette de 30°c à 38°C, en dehors de cette fourchette nous trouvons une mixture de micelles et 

de bicouche  en échange rapide de l’ordre de 10-4s  dans des phases fluides ou gels, selon la température, 

(Cho et al., 2010). Le peptide AapA1-1 semble altérer les températures de transition de la bicouche 

DMPC, altérant ainsi la formation des bicelles. Nous retrouvons souvent un comportement similaire de 

certains peptides toxiques en α hélices sur les phases de transition des bicouches lipidiques diminuant 

cette température de transition de phase entre la phase gel et phase fluide d’une bicouche (Vitovic et al., 

2004). Le Peptide AapA1-1 ayant ce même effet ici et favorisant la formation des bicelles seulement à 

des températures plus basses. 
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Figure 43 la différence mesurée en ppm des pics majeurs d’une bicelle DMPC-DHPC sur un spectre 
31P. A gauche, de haut en bas, le spectre 31P d’une phase mixte vésicule/micelle/bicouche, une phase 
bicelle et une phase micelle isotropique. A droite un diagramme de phase selon la température, le cadre 
notant la région de présence de bicelle (Cho et al., 2010). 

Cependant à ces températures le peptide AapA1-1 présentait un « spectre de poudre » en 1D 15N signe 

éventuelle d’un état oligomérique du peptide augmentant son temps de corrélation aux limites de 

l’expérience, ou alors d’un peptide mal ou non structuré. Il était nécessaire de trouver des bicelles stables 

en présence du peptide à ces températures afin d’augmenter le temps de corrélation du peptide plus 

rapide à 38°C que à 32°C et ainsi permettre l’acquisition d’un spectre Sampi4. Les bicelles avec ajout 

de DMPG avaient la particularité d’être stable sur une plus grande gamme de température et de plus la 

température de transition du DMPG est très similaire à celle du DMPC, à savoir 23°C (Lipid 

Thermotropic Phase Transition Data base). Ceci permis de préparer des bicelles sans réellement varier 

le protocole par rapport au bicelle classique. L’échantillon Peptide AapA1-1 avec ces nouvelles bicelles 

fut un succès car à 38°C ces bicelles étaient formées, cependant il faut noter que ces bicelles ne sont 

stable que à cette température plus ou moins un degré. Cet échantillon, à 30°C, ne forme aucune bicelle. 

Le peptide, a à nouveau un effet sur ces bicelles qui est cependant moindre à 38°C qu’a des températures 

inferieurs. Le spectre 1D 15N de cet échantillon donna à nouveau un « spectre de poudre » du peptide. 

L’augmentation de la température ne permit pas de se défaire d’un possible état oligomérique du peptide 

ou d’accélérer la rotation du complexe. Dans ces études il est intéressant de noter que le Peptide AapA1-

1 à réellement un effet membranaire et ceci même sur des bicouches très petites. La toxicité importante 

remarquée in vivo semble trouver écho ici dans un effet du peptide sur le changement de température de 

stabilité des  bicelles. L’acquisition du spectre Sampi4 du Peptide AapA1-1 demande donc un travail 
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supplémentaire d’adaptation des bicelles à ce peptide. Dans un premier temps il est nécessaire de trouver 

des bicelles qui soient le moins possible affectées par la toxicité du peptide. Il est possible dans un 

premier temps d’allonger les lipides utilisés, les forces de contact entre chaines hydrophobe seront plus 

importantes. Le DMPC est un lipide à chaine C14, il est possible d’utiliser du 1,2-Di-O-hexadecyl-sn-

glycero-3-phosphocholine qui est un lipide à chaine C16 saturé. Cet ajout de carbone dans la chaine aura 

pour effet de rendre la bicelle plus stable. De même il est possible d’ajouter du cholestérol dans une 

bicelle afin de la rendre encore plus stable, ce qui a pour effet aussi d’augmenter la gamme de 

température de présence de bicelle alignées (Cho et al., 2010). Ces variations de la composition des 

bicelles vont entrainer une variation dans le protocole de préparation de celles-ci, ce qui peut par 

exemple jouer sur la capacité du peptide à s’insérer, tant en bien qu’en mal. Une amélioration notable à 

apporter dans les bicelles et le fait de les forcer à s’aligner perpendiculairement au champ magnétique 

ou parallèlement si l’on considère la normale de la bicouche. En effet dans l’hypothèse où 

l’oligomérisation du peptide entraine son dépassement du temps corrélation maximum, cette limite peut 

être outrepasser si la lecture de l’information se fait sur un objet parallèle au champs magnétique, car 

les résonnances observées dépendront de l’orientation de l’objet suivi relatif à l’axe d’alignement 

parallèle, axe qui est lui-même parallèle au champ magnétique et non plus perpendiculaire. Ceci 

augmentera de plus la résolution car la gamme spectrale des déplacements chimiques anisotropes et des 

constantes de couplages dipolaires est deux fois plus large que pour des échantillons alignés 

perpendiculairement. Pour ce faire nous pouvons soit utiliser des lanthanides pour faire basculer les 

bicelles, ceci a le désavantage de rajouter un composé qui peut interférer sur l’échantillon. Des premiers 

tests utilisant cette approche ont été réalisés sans résultants convainquant Une autre possibilité reste 

d’utiliser des lipides spéciaux qui ont la capacité de s’aligner tel que voulu avec le champ magnétique 

sans l’ajout de lanthanides, tel les lipides biphenyl (Park et al., 2008). Cette dernière option semblant la 

plus préférable.  
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5 Discussion et Perspectives 
Le module génétique aapA1/IsoA1 est le premier système TA de type I décrit chez H. pylori. Il se 

compose de l’ARNm AapA1 qui code pour une petite toxine membranaire de 30 acides aminés, et d’un 

ARN antisens antitoxine IsoA1 qui empêche la traduction de cette toxine pour permettre la croissance 

de la bactérie. Au cours de mon travail de thèse j’ai caractérisé la toxine AapA1-1 qui est un peptide 

hydrophobe de type alpha héicoidal qui induit le phénotype coccoide chez H. pylori. Cette induction fait 

suite à la présence du peptide dans la membrane interne. Les caractéristiques peptidiques et 

nucléotidiques du système, font du système aapA1/IsoA1 un nouveau membre de la famille des systèmes 

TA de type I. Cette nouvelle famille de systèmes aapA/IsoA est très fortement conservé chez le genre 

des Helicobacter et Campylobacter tant sur le chromosome que sur des éléments génétiques mobiles.  

5.1 Le système aapA1/IsoA1 au niveau transcriptionnel 
Le système présente un arrangement génétique convergent avec une région complémentaire ARNm de 

la toxine et ARNnc de l’antitoxine de 80 nucléotides. Cette complémentarité de séquence se retrouve 

côté 5’ de l’ARNm comme pour tous les systèmes convergents connus chez les bactéries Gram négative, 

à l’exception du système ralR/RalA (Guo et al., 2014). La transcription d’aapA résulte en un ARNm de 

250 nucléotides notée AapA_FL qui présente une interaction de la région 3’ non traduite (UTR) avec la 

région 5’ UTR  qui masque le site de fixation du ribosome et empêche le démarrage de la traduction. En 

effet la traduction de la toxine est toxique pour l’organisme hôte. Chez les bactéries la transcription des 

ARNm est couplée à leur traduction. Ceci implique qu’il existe durant la transcription d’un ARNm, des 

états de repliements transitoires (dit métastable) qui empêchent le démarrage de la traduction jusqu’à ce 

que l’ARNpolymérase ait atteint la région 3’ UTR qui vient alors séquestrer la région d’initiation de la 

traduction et ce de manière stable. En effet la séquence de l’ARNm AapA_FL contient plusieurs motifs 

successifs (deux) qui permettent une séquestration de la séquence SD tout au long de la transcription 

jusqu’à la synthèse du dernier motif situé en 3’ qui résulte en un repliement final 5’/3’ de l’ARNm de 

250 nucléotides. Ce repliement est aussi favorisé par l’utilisation de la complémentarité d’une répétition 

(4 à 5 bases) de Guanine en 3’ et de Cytosine en 5’ et est probablement à l’origine de la terminaison de 

la transcription de l’ARNm AapA1_FL. Le premier terminateur potentiel formé après 225 nucléotides 

est très peu efficace. Ce repliement 5’/3’ se retrouve chez l’ARNm du système hok/Sok (Gerdes et al., 

1986b) ou encore fst/RNAII (Greenfield et al., 2000) . La transcription du gène hok aboutit en un ARNm 

non traductible de 398 nucléotides, qui présente le motif fbi (fold back inhibition) en 3’, qui permet une 

interaction avec la région 5’de manière similaire. Dans la famille des aapA/IsoA, ce repliement 5’/3’ est 

présent chez tous les systèmes à l’exception du système aapA6/IsoA6 qui présente une interaction 5’/3’ 

plus faible ainsi que la présence d’une tige boucle en 5’ très stable. Un tel repliement est retrouvé dans 

le système tisB/IstR1 dans lequel le Site d’Attente du Ribosome (SAR) est séquestré côté 5’ (Darfeuille 

et al., 2007). Chez aapA6/IsoA6 aucun SAR n’a été démontré, de même que chez des zorO/OrzO qui 

possède aussi ce repliement 5’/5’ (Wen et al., 2014). De nombreux autres systèmes possèdent également 
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une séquence anti-SD qui permet de séquestrer le site de démarrage de la traduction (Brantl and Jahn, 

2015).  

L’inhibition par l’antitoxine n’est réalisée que sur un ARNm traductible ou actif, certains ARNm des 

systèmes TA de type I doivent subir une coupure en 5’ ou 3’ pour devenir actif. Dans le système 

aapA1/IsoA1, l’ARNm non traductible AapA1_FL possède une demi-vie supérieure au temps de 

division de H. pylori, il est un ARNm non actif dans le système. Des étapes de maturation sont 

nécessaires pour rendre cet ARNm actif ou traductible. Le repliement 5’/5’ chez tisB sert à séquestrer 

le motif SAR rendant l’ARNm non traductible seul une maturation côté 5’ par une ribonucléase 

inconnue rend l’ARNm traductible (Darfeuille et al., 2007) et ceci est potentiellement vrai pour le 

système zorO/OrzO (Wen et al., 2014), mais nous ne savons pas si ceci est généralisable à tous les 

ARNm de système TA type I de bactérie Gram négative avec un tel repliement. Chez l’ARNm hok, qui 

présente un repliement 5’/3’ une maturation côté 3’ rend celui-ci traductible en rendant accessible la 

séquence SD aux ribosomes (Gerdes et al., 1986b). L’ARNm AapA1_FL subit aussi une maturation côté 

3’ aboutissant en un ARNm plus court notée AapA1_Tr1, qui comme dans le cas de hok, libère la 

séquence SD séquestré par le 3eme motif anti SD côté 3’. Les deux autres motifs anti SD ne semble pas 

s’appareiller avec la séquence SD ce qui rend cette ARNm traductible. L’implication d’un SAR semble 

non nécessaire ici pour aapA1 car la séquence SD est libérée par cette maturation et est donc totalement 

accessible pour le ribosome à la différence de l’ARNm de tisB dans lequel la séquence SD est toujours 

inaccessible et ceci après la maturation en 5’. Pour le potentiel système aapA6/IsoA6, il serait intéressant 

de connaitre la structuration de l’ARNm après maturation et connaitre si cette maturation est en 5’ ou 

3’ afin de voir si la séquence SD est libérée comme pour AapA1_Tr1, ou si cette maturation est similaire 

à celle de tisB, et implique la libération d’un motif SAR tout en conservant la séquence SD dans une 

région double brin. L’ARNm AapA1_Tr1 est l’ARNm traductible et donc actif dans le système TA, c’est 

lui qui participe à la dichotomie du système. L’antitoxine ARN IsoA1 n’est pas capable d’interagir avec 

AapA1_FL. Ceci est vrai pour la plupart des systèmes TA de type I, l’Antitoxine ne peut agir que sur un 

ARNm actif ou traductible. Chez les bactéries Gram négative nous avons vu qu’une maturation est 

nécessaire et que plusieurs repliements métastables se forment  durant la transcription de l’ARNm, bien 

que ceci fut peu démontré à l’exception de l’ARNm hok (Nagel et al., 1999) (Moller-Jensen et al., 2001). 

Ceci est encore plus vrai pour les bactéries Gram positive dans lesquelles l’interaction de l’ARNnc 

antitoxine se fait côté 3’ de l’ARNm de la toxine, suggérant la présence de tel motif anti SD et d’états 

métastables rendant possible la transcription complète de l’ARNm jusqu’au côté 3’ discriminant. Cette 

adaptation du système au couplage transcription/traduction présent chez les procaryote se retrouve à un 

autre niveau pour les autres systèmes TA. L’organisation génétique en opéron des autres systèmes palie 

à ce problème. Le gène de la toxine se retrouve toujours en aval du gène de l’antitoxine. Ceci permet la 

synthèse de l’antitoxine avant celle de la toxine. Paradoxalement le seul système ne présentant pas cette 

particularité génétique est le système TAC, où la toxine est traduite en amont de l’antitoxine et de la 

chaperonne (Sala et al., 2013). Il doit donc exister une adaptation de ces éléments pour permettre la 
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fonctionnalité du système. Dans le système aapA1/IsoA1, l’ARNm long de 250 nucléotides AapA1_FL 

subit une maturation. Cette maturation aboutit un ARNm plus court AapA1_Tr1 avec la formation d’une 

tige boucle côté 5’ notée ALI pour Apical loop I et une séquence SD libre. L’enzyme ou le phénomène 

responsable de cette maturation en 3’ est encore inconnue, même si plusieurs RNases ont été éliminées 

dans leur implication. La formation de cette tige boucle ALI dans cet ARNm traductible participe à la 

première étape d’interaction avec l’ARN antitoxine IsoA1. L’antitoxine IsoA1 est formée de deux 

structures complémentaires L1 et L2 qui crée les premiers contacts boucle-boucle ou kissing avec 

l’ARNm AapA1_Tr1. La boucle L1 de IsoA1 interagit avec la boucle ALII présente depuis le début de 

la transcription de l’ARNm d’AapA1_FL et la boucle L2 avec la boucle ALI nouvellement formé après 

maturation chez AapA1_Tr1. Ce premier double contact évolue vers la formation d’un long duplexe côté 

5’ de l’ARNm grâce à la complémentarité de séquence de l’IsoA1 avec cette partie étant donné 

l’arrangement génétique convergent du système. Ce long duplexe parfait est ensuite soumis à une 

dégradation par la RNAse III qui aboutit en un dernier ARN de aapA1 noté AapA1_Tr2 n’étant plus 

traductible car ne présentant plus de séquence SD. Ce mode d’inhibition est typique d’une inhibition 

directe de la traduction comme pour le système symE/SymR (Kawano, 2012). L’antitoxine altérant 

directement la séquence SD de la toxine, à la différence de l’inhibition de la traduction indirecte du 

système hok/Sok où l’antitoxine agit sur la séquence SD du peptide leader ou encore avec tisB/IstR1 où 

l’antitoxine agit sur le SAR. L’inhibition de la traduction est la forme la plus présente de mécanisme 

d’inhibition par l’antitoxine chez les bactéries Gram négative à la différence des systèmes chez les 

bactéries Gram positive, où l’antitoxine agit sur la dégradation de l’ARNm de la toxine. Le duplexe 

ARN allongée AapA1_Tr1/IsoA1 subit une dégradation par la RNAse III, cependant cette dégradation 

n’est pas nécessaire car le complexe non digéré n’est pas traductible étant donné la séquestration de la 

séquence SD. L’effet de l’antitoxine IsoA1 n’est pas bi fonctionnelle, ce mécanisme bi fonctionnel de 

l’antitoxine n’est présent à l’heure actuelle que chez le système bsrG/SR4 de Bacillus subtillis dans 

lequel l’antitoxine promeut la dégradation de l’ARNm de la toxine et induit un changement 

conformationel séquestrant la séquence SD dans une tige de 8 nucléotides non accessible alors qu’avant 

l’effet de l’antitoxine, cette séquence SD se trouvait dans une tige de 4 nucléotides traductible in vivo 

(Jahn et al., 2012). Le système TA type I prend tout son sens à cette étape dans laquelle, l’ARNm est 

actif ou traductible et que l’ARN antitoxine peut interagir avec celui-ci. L’interaction est pour le cas 

d’aapA1, initié par la présence des boucles apicales ALII et surtout ALI. La boucle apicale ALII est 

présente dès la forme longue de AapA1_FL suggérant que la création du duplexe allongée nécessite une 

étape d’interaction supplémentaire avec ALI. A nouveau, il est intéressant de noter que l’ARNm aapA6 

présente une potentielle tige boucle ALI dans sa forme longue, avec comme pour AapA1_FL la boucle 

ALII déjà présente. La présence potentielle de ces deux motifs ALI et ALII dans la forme longue de 

aapA6 suggère qu’il existe une caractéristique supplémentaire pour la création de la formation du 

duplexe allongée. Peut-être la présence d’une partie simple brin permet cette formation, partie simple 

brin que nous trouvons chez AapA1_Tr1 court maturé, mais pas chez aapA6 long non maturé. La 
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maturation est donc l’étape qui permet d’activer le système TA de type I chez les bactéries Gram 

négative comme pour aapA1/IsoA1 démontré ici, et certainement aussi pour aapA6/IsoA6. Ces 

interactions préliminaires boucle-boucle se retrouvent aussi chez les autres systèmes TA de type I. Le 

système txpA/RatA (Durand et al., 2012c) comme le système bsrG/SR4 de Bacillus subtilis qui met en 

œuvre une interaction boucle-boucle de la boucle L4 de l’antitoxine SR4 avec la boucle L3 de l’ARNm 

bsrG possédant un motif YUNR suivit d’un envahissement de la boucle L3 de SR4 avec la tige P1 de 

l’ARNm et ensuite une dernière interaction entre la boucle L2 de SR4 et la boucle L4 de bsrG (Jahn et 

al., 2012). Ces interactions préliminaires aboutissent chronologiquement à la formation d’un long 

duplexe allongée comme pour notre cas avec aapA1/isoA1 qui sera dégradé par une RNAse. Ce 

mécanisme permet l’inhibition de la traduction d’un peptide toxique pour l’organisme hôte du système.  
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5.2 La toxine AapA1 
Le peptide AapA1-1 du système TA est toxique pour H. pylori. Il présente une longueur de 30 acides 

aminés qui est la longueur consensus des toxines de la famille AapA. AapA4 ou AapA3-1* de H. pylori 

26695 présente une séquence de seulement 23 acides aminés qui n’est pas toxique. Il ne présente plus 

le motif « KR » (Lysine et Arginine) du côté Cter qui est un impératif de la toxicité. La présence d’un 

résidu chargé en dernière position du peptide se retrouve dans tous les peptides AapA chez H. pylori. 

Une délétion ou une mutation de ce motif chargé chez AapA1-1 128 entraine une perte de toxicité. La 

présence de résidus basiques côté Cter de peptides a révélé leurs implications dans l’interaction 

préliminaire avec les phospholipides membranaires (Scheglmann et al., 2002). La toxine AapA1-1 

étiquetée est localisée au niveau de la membrane interne de H. pylori. Nous pouvons retrouver ce motif 

chargé chez beaucoup de toxine de type I membranaire, tel la toxine LdrD avec le motif RK (Kawano 

et al., 2002). Les toxines SprG1 (Pinel-Marie et al., 2014) et BsrG (Jahn et al., 2012) possèdent aussi un 

motif KK localisé en C-ter. Toutes ces toxines sont localisées au niveau de la membrane de leurs hôtes 

respectifs. Toutes les toxines de type I ciblant la membrane ne présentent pas cette caractéristique de 

charges dans leur côté C-ter, les peptides Ibs présente un résidu Y comme certains membre de la famille 

des YhzE, pourtant ceci sont aussi des toxines membranaires, suggérant que cette caractéristique de 

charge n’est pas un impératif globale chez les toxines de type I. La toxine AapA1-1 présente une affinité 

de l’ordre du nM pour des membranes artificielles et adopte une structure de type hélice alpha comme 

pour les autres structures de toxine de type I membranaire connue (Gobl et al., 2010) (Sayed et al., 

2012b) (Steinbrecher et al., 2012). La toxine peut être divisée en trois domaines dont une partie Nter est 

non structurée et non nécessaire à la toxicité, une partie hélicale hydrophobe qui interagirait avec la 

membrane et être transmembranaire et une dernière partie faite de ce motif KR au niveau C-ter. 

L’interaction préliminaire avec la membrane peut être dut à cette partie chargée hors de l’hélice alpha 

si cette même affinité augmente en valeur pour des peptides tronquée du type AapA1-1 128 qui ne 

présentent plus le KR final et qui ne sont plus toxique. Ceci suggérerait l’importance de l’activité 

membranaire dans la toxicité. L’effet toxique à faible concentration d’AapA1-1 sur la membrane est 

visible par spectroscopie PWR et montre une réorganisation de cette bicouche lipidique. L’absence de 

toxicité sur des mutants ponctuels tels AapA1-1 V26A qui présente toujours la même structure 

qu’AapA1-1 avec les lysines 16 et 23 aux mêmes positions devrait avoir ce même effet sur la membrane. 

Ce mutant possède toutes les caractéristiques d’insertion dans la membrane tel le résidu W en début 

d’hélice connu pour stabiliser celle-ci à l’interface polaire de la bicouche (Killian et al., 1996). De même 

il possède le motif supposé d’interaction préliminaire à la membrane en C-ter (Scheglmann et al., 2002). 

L’étude de ce mutant révèle que la toxine AapA1-1 n’agit pas seul dans son phénomène de toxicité, il 

peut soit impliquer un partenaire cible, soit se structurer en un oligomère capable d’induire cette toxicité. 

L’étude par RMN du solide ne fut pas concluante sur la toxine AapA1-1 en interface membranaire et ne 

nous a pas permis d’aboutir à une structure oligomérique ou non. Cependant la perméabilité 

membranaire à de petit élément entrainée par des toxines de type I dans des formes oligomériques fut 
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décrit pour le peptide TisB (Steinbrecher et al., 2012). La dépolarisation de la membrane par TisB est 

dû à la formation d’un canal par le motif de zipper chargé qui aboutit à une fuite de proton. La 

distribution de charges tous les deux tours d’hélices soit tous les 7 acide aminés de la séquence primaire, 

présent chez TisB, se retrouve chez AapA1. Le trio K16 K23 et K29 se retrouvent sur le même côté de 

l’hélice et leur mutation ou délétion entraine une perte de toxicité. Il est possible que chez AapA1-1 

V26A cet acide aminé en position 26 participe à la formation d’une forme oligomérique qui fait défaut 

ici. L’altération du potentiel de membrane suite à l’induction du peptide est visible par microscopie à 

fluorescence, cependant la perte de celui-ci n’est pas concluante par la méthode utilisé. Nous retiendrons 

qu’une dépolarisation entrainé par un agent découpleur induit cependant une forme coccoide précoce 

suggérant que la toxine AapA1-1 est responsable de cette perte de potentiel, soit de la même manière 

que TisB avec la formation d’un canal et transport de proton par le motif de zipper chargé, soit d’une 

manière indirecte par l’interaction avec un partenaire. La toxine ZorO comme TisB est un peptide de 29 

acides aminés, ZorO possède un fragment transmembranaire prédit qui commence à la position 9 par 

une thréonine et finit à la position 28 par une leucine. Le dernier résidu est une lysine en position 29. Le 

domaine Nter est globalement hydrophile avec des charges comme une lysine à la position 7 très 

conservé. La distribution de charge dans le peptide suit le même modèle que les peptides AapA1 avec 

une charge en position 16, 23 et 29. Cependant on ne retrouve pas le patch hydrophobe des toxines 

AapA1, avec une charge négative pour ZorO en position 26 au milieu d’acides aminées hydrophobe. Il 

serait intéressant de vérifier la toxicité des peptides ZorO tronqués ou mutés dans ces positions et, 

spécialement la position 26 qui est déjà une position importante chez AapA1, pour corréler cette 

homologie. Nous retrouvons une potentielle toxine ZorO tronquée à la position 21 qui rappelle la toxine 

AapA3-1* non toxique chez H. pylori 26695. Nous retrouvons aussi des toxines ZorO dont la K29 est 

mutée en N29 potentiellement non toxique au regard de l’homologie avec les AapA1-1 mutée à cette 

position. Le mécanisme d’action de ces deux toxines suivrait donc le modèle de dépolarisation par 

transport de protons proposés pour TisB et son motif zipper chargé. AapA1 posséderai cependant une 

variante du motif de TisB dans laquelle l’interaction de charge est substitué par une interaction 

hydrophobe à la position 26, faisant de ce motif un nouveau motif d’interaction peptidique. 

  



 
181 

 

5.3 Les systèmes aapA/IsoA dans le règne procaryote 
Les systèmes TA de type I sont classées en sous famille par rapport à la nature de la toxine (Fozo et al., 

2010). La classification actuelle fait apparaitre plusieurs sous famille des Hok/Gef, les Ibs, les YhzE, 

les TisB, les TxpA, les ShoB, les EHEC (ZorO) et la sous famille des Ldr/Fst sont les sous familles 

classé actuellement (Fozo et al., 2010). La sous famille des toxines AapA est classé par un numéro chez 

toutes les souches de H. pylori ainsi qu’une notation pour certaines variantes du peptide. Nous avons 

étudié ici la toxine AapA1-1 qui est la toxine au locus I de H. pylori 26695 et de la variante 1 qui 

compose la catégorie des AapA1. Chaque toxine AapA présente chez un autre genre que Helicobacter 

est notée AapA seulement. Deux critères supplémentaires sont utilisés à savoir, une notation avec un 

astérisque pour toutes les toxines ne présentant pas la longueur consensus de 30 acides aminées, ainsi la 

toxine au locus IV de H. pylori du système aapA4/IsoA4 est notée AapA3-1* car il présente une 

longueur de 23 acides aminés et une homologie de séquence avec les toxines du Locus III des systèmes 

aapA3/IsoA3. Le dernier critère prend en compte la présence de promoteur, ainsi tout système dont ce 

promoteur n’est plus présent prend la notation Ghost, par exemple le système aapA3/IsoA3 chez H. 

pylori F30. L’ARNm de AapA3-1* présente une boite -10 mutée CAGGAT alors que ce même système 

chez H. pylori F32 présente une boite -10 TAGGAT. Le peptide du potentiel système aapA3/IsoA3 chez 

H. pylori F30 est noté Ghost AapA3-1*. La toxine AapA1-1 présente de grande similarité avec la toxine 

ZorO et TisB, l’homologie de certains résidus à des positions précises fait de ces toxines des potentiels 

homologues. La toxine de type I ZorO fut d’abord identifié par recherche bio-informatique avec des 

PSI-BLAST en partant de la base de données des toxines de type I sans pour autant identifiés les toxines 

AapA chez H. pylori (Fozo et al., 2010). Pourtant cette méthode de recherche a permis d’identifier les 

toxines homologues à Ibs chez H. pylori à savoir les AapC identifiées aussi par analyse transcriptomique 

(Sharma et al., 2010). De même la recherche en considérant l’ARNm des AapA et le PSI-BLAST n’a 

pas permis de remonter aux toxines ZorO en partant des systèmes AapA. L’ARNm des toxines ZorO 

est différents des ARNm de AapA, de même que le système en général qui est un système à arrangement 

génétique divergent pour zorO/OrzO (Wen et al., 2014) proche du système tisB/IstR1 alors qu’il est un 

système convergent pour aapA/IsoA. La toxine AapA1-1 et la toxine ZorO sont de la même sous famille 

EHEC des toxines de type I. le regroupement de ces deux peptides dans la famille des toxines TisB 

serait aussi une possibilité Cependant nous pouvons voir une évolution de deux systèmes de type I, 

différent dans leur nature génétique, mais dont le peptide conserve une homologie de caractéristiques 

liés à leur toxicité. La recherche de système de toxine de type I est un véritable problème de par l’essence 

même de ces systèmes. Les approches en considérant soit la séquence peptidique, soit la séquence 

nucléotidique entrainent un nombre important de faux positifs, tout en étant non exhaustifs, qui doivent 

être éliminés par des contraintes supplémentaires. L’utilisation de la structuration de l’ARNm nous a 

permis d’identifier un nombre non négligeable de potentiels systèmes pour aapA/IsoA en éliminant les 

faux positifs mais en négligeant les systèmes dont l’arrangement est différent. L’utilisation de contrainte 

supplémentaire dans la recherche par toxine peut palier au défaut de recherche par ARNm en ajoutant 
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des contraintes supplémentaires telle la présence d’un domaine transmembranaire prédit, un motif de 

charge particulier à certaines positions, etc… Le faible nombre de structure résolue de toxines de type I 

limite l’approche d’identification par cette voie. Chez les différentes souches de H. pylori les systèmes 

aapA/IsoA sont globalement conservés à des loci précis et absent des plasmides. Une analyse génomique 

révèle que toutes les souches ne présentent pas un système à chaque locus, voir plus de système, ou qu’il 

peut exister plusieurs copies par locus. La souche oki128 possède un système au Locus IV aapA4/isoA4 

qui donne un peptide AapA3-1* de 13 acide aminés. La souche F30 elle, possède des systèmes à peptides 

tronqués mais aussi des systèmes Ghost tel le système au Locus IV sans promoteur pour l’ARNm. Les 

systèmes Ghost et à peptide tronqués sont considérés inactifs et donc non pris en compte dans l’analyse 

génomique chez H. pylori. L’analyse génomique de souches par origine de l’hôte pointe l’importance 

du Locus IV. Il est le locus le plus conservé depuis les souches africaines jusqu’aux souches 

amérindiennes. Le Locus IV se trouve à quelques milliers de bases du gène dnaA qui marquent l’origine 

de réplication du génome chez H. pylori. Le locus le moins conservé est le locus V. Les systèmes 

aapA/IsoA ont tendance à disparaitre chez ces souches plus récentes ou plus isolées. Cette tendance à la 

conservation du Locus IV, plus la disparition des cassettes aux autres loci pourrait s’expliquer par un 

comportement addictif des cassettes, la plus conservée étant celle proche de l’origine de réplication. Le 

rôle de ces cassettes ne serait donc en aucun cas favorable à l’organisme étant donné leurs pertes dans 

les souches amérindiennes considérées comme les plus récentes (Falush et al., 2003). Les systèmes 

aapA/IsoA seraient donc des éléments génétiques égoïstes, addictifs. La souche Aklavik86 a été extraite 

d’un patient vivant dans une communauté inuit isolés de 633 personnes et cette souche Amérindienne 

ne possède plus de système mis à part un système à peptide tronqués AapA6-1* comparée à la souche 

Gambia94/24 une souche africaine qui possède 8 systèmes complet et un système à peptide tronqué. La 

disparition des cassettes peut être expliquée d’une manière différente si nous considérons l’isolement de 

la souche. Il a été démontré un avantage compétitif des souches européennes sur les souches 

amérindienne dans leur expansion au sein de la population (Dominguez-Bello et al., 2008) 
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Figure 44 Analyse bio-informatique des systèmes TA aapA/IsoA. Alignement des peptides TisB (à 
gauche) ZorO (au milieu) en comparaison avec les peptides AapA1 (à droite). Le code de couleur des 
résidus suit le code par polarité. Structuration des ARNm inactif des toxines. 

. Nous trouvons un nombre de systèmes aapA/IsoA plus important chez les souches européennes, tel 

Lithuania75 qui présente 5 systèmes à différents locus, que dans les souches amérindiennes, tel PeCan4 

qui présente seulement un système au Locus IV. Les systèmes TA dans ce cas, offriraient un avantage 

compétitif durant l’infection comme il a été expérimentalement déjà démontré pour des systèmes TA 

plasmidiques. Les plasmides possédant un système TA ont un avantage compétitif sur les plasmides ne 
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possédant pas de système TA quand ces deux éléments se retrouvent en compétitions au sein d’une 

même population bactérienne, aboutissant à l’exclusion de tout plasmide sans système (Cooper et al., 

2010). Ce rôle serait donc transposable pour les systèmes TA chromosomique et participerait 

directement ou indirectement aux capacités d’infection de la bactérie vis-à-vis de l’hôte. L’étude des 

loci révèle que les systèmes aapA/IsoA se retrouvent dans des zones plastiques du génome de H. pylori. 

Le Locus III, IV et VI sont des régions où la présence d’un élément intégratif et conjugatif (ICE) est 

identifié pour certaine souches (Fischer et al., 2014), de même le Locus I possède un système restriction-

modification acquis par un transfert horizontal de gêne chez la souche UM298 par exemple (Xu et al., 

2000). La présence des systèmes dans ces zones plastiques où près d’éléments génétiques mobiles 

suggère que ces systèmes ont été acquis par transfert horizontale de gènes. Cependant nous ne retrouvons 

pas de système sur les plasmides de H. pylori mais nous retrouvons des systèmes chez les plasmides du 

genre Campylobacter. Chez le plasmide pCJ419 de Campylobacter jejuni un système aapA/IsoA se 

trouve en amont du gène repB. Le lien des systèmes aapA/IsoA avec des éléments génétiques mobiles 

est marquant dans beaucoup de chromosome du genre Helicobacter et Campylobacter. Chez 

Helicobacter bizzeronii CIII-1 un potentiel système a été identifié près d’éléments de phage et/ou 

prophage. La présence de système aapA/IsoA sur le chromosome de H. pylori peut être corrélée avec 

leur absence sur les plasmides, de même les systèmes aapC/IsoC, les homologues de Ibs, ont été identifié 

sur des plasmides de Helicobacter cetorum en amont du gène repB sans que ces systèmes se retrouvent 

sur le chromosome de ces mêmes Helicobacter cetorum. Ceci suggère que ces systèmes peuvent être 

impliqué dans un mécanisme anti addiction comme postulé pour d’autres système TA chromosomique 

(Saavedra De Bast et al., 2008). Les systèmes TA aapA/IsoA ne possède pas d’éléments identifié qui 

pourrait participer à leur intégration dans le génome, leur présence près de gènes d’EGM et de zone de 

plasticité du chromosome suggère leur intégration par l’intermédiaire d’éléments capable de cette 

intégration, comme pour le système aapA/IsoA chromosomique chez Campylobacter jejuni subsp Dolei 

269.97 près du système TA de type II RelE/StbE et de protéine de stabilisation de plasmides. La position 

de l’insertion dans le génome pourrait être la clef pour comprendre leur rôles comme ce fut le cas pour 

les systèmes hokB/SokB (Waldron, 2015), tisB/IstR1 (Unoson and Wagner, 2008) et leur rôle dans la 

persistance.  
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Figure 45 Représentation schématique de la mécanique de fonctionnement du système TA 
aapA1/IsoA1. Les barres blanches marquent les positions -10 des promoteurs. Les éléments toxines 
sont représentés en bleu et les éléments antitoxines en rouge. Les boites grises représentent les 
séquences SD. La RNAse III est représentée en vert et la RNAse inconnue en blanc. Le ribosome est 
représenté en jaune. 
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