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RESUME

La bactérie Deinococcus radiodurans se distingue par sa résistance exceptionnelle aux
rayonnements y, UV, a la dessiccation et au stress oxydant. La radiorésistance de D.
radiodurans résulte de I’association de plusieurs mécanismes, dont des systemes efficaces de
réparation de I’ADN et de détoxification des ROS, la protection des protéines contre
I’oxydation, une structure compacte du nucléoide et des protéines spécifiques aux

Deinococcaceae, qui sont fortement induites apres 1’exposition des cellules au rayonnement vy.

Le gene ddrl (DNA damage response) est fortement induit apres exposition des
cellules au rayonnement y et code un régulateur transcriptionnel appartenant a la sous-famille
CRP (cAMP receptor protein). Comparée a la souche sauvage, la souche privée de Ddrl
présente des défauts de division cellulaire et/ou de ségrégation de I’ADN, et est sensible aux
agents génotoxiques, au stress oxydant et au choc thermique. La prédiction in silico des cibles
potentielles de Ddrl suggere que cette protéine régule I’expression d’une centaine de genes
impliqués dans la réplication, la réparation de I’ADN, la transduction de signal, la réponse au
stress oxydant et au choc thermique. La séquence consensus 5’TGTGA(N6)TCACA3’,
extrapolée a partir des 115 séquences cibles potentielles de Ddrl, est spécifiquement fixée par
Ddrl uniquement en présence d’AMPc. Apres un choc thermique, Ddrl induit directement ou
indirectement 1’expression de nombreux geénes codant des protéases, des protéines du

métabolisme de I’ADN, des lipides, des carbohydrates ainsi qu’un inhibiteur de la traduction.

PprA, une protéine spécifique aux Deinococcaceae, joue un role crucial dans la
radiorésistance et est impliquée dans la ségrégation des chromosomes et/ou la division
cellulaire apres réparation de ’ADN. De maniere intéressante, 1’absence de RecN, une
protéine de la famille SMC, supprime la sensibilit¢ du mutant ApprA aux agents
génotoxiques, aux inhibiteurs de ’ADN gyrase et les défauts de ségrégation observés dans le
mutant ApprA apres irradiation des cellules. Aprés exposition des cellules au rayonnement v,
I’absence de RecN réduit la fréquence de recombinaison entre ADN chromosomique et
plasmidique, suggérant que RecN intervienne dans la réparation de I’ADN par recombinaison
homologue. Nous proposons un modele, dans lequel RecN, en favorisant la réparation de
I’ADN par recombinaison homologue, nécessite la présence de PprA pour favoriser le
recrutement des ADN topoisomérases et la résolution des contraintes topologiques engendrées

par ce mécanisme de réparation d’ADN.
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SUMMARY

The Deinococcus radiodurans bacterium exhibits resistance to y and UV radiation,
desiccation and oxidative stress. The molecular mechanisms contributing to the
radioresistance of D. radiodurans include very efficient DNA repair mechanisms and ROS
detoxification systems, protein protection against oxidation, a compact nucleoid structure and

a subset of Deinococcus specific genes which are strongly induced after y radiation.

The ddrl (DNA damage response) gene is highly up-regulated after exposure to y
radiation and encodes a transcription factor belonging to the CRP (cAMP receptor protein)
family. Compared to wild type cells, cells devoid of Ddrl display defects in cell division
and/or DNA segregation and is sensitive to DNA damaging agents, oxidative stress and heat-
shock treatment. In silico predictions of putative Ddrl targets suggest that hundreds of genes,
belonging to various cellular processes (DNA replication and repair, oxidative stress and heat
shock responses, regulation of transcription and signal transduction) may be regulated by
Ddrl. The pseudopalindromic 5’TGTGA(N6)TCACA3’ consensus sequence, extrapolated
from 115 potential Ddrl binding sites, is specifically bound by Ddrl only in presence of
cAMP. After heat shock treatment, Ddrl is involved directly or indirectly, in the induction of
heat shock response genes coding proteases, proteins involved in DNA, lipid, carbohydrate
metabolism and a translation inhibitor.

Among the Deinococcus specific proteins required for radioresistance, the PprA
protein was shown to play a major role for accurate chromosome segregation and cell division
after completion of DNA repair. Here, we analyzed the cellular role of the RecN protein
belonging to the SMC family and, surprisingly, observed that the absence of the RecN protein
suppressed the sensitivity of cells devoid of the PprA protein to y- and UV-irradiation and to
treatment with mitomycin C or DNA gyrase inhibitors. The absence of RecN also alleviated
the DNA segregation defects displayed by the ApprA cells recovering from irradiation. After
irradiation, the absence of RecN reduced recombination between chromosomal and plasmid
DNA, indicating that the RecN protein is important for recombinational repair of DNA
lesions. Here, we propose a model in which RecN, by favoring recombinational repair of
DNA double strand breaks, requires the PprA protein to facilitate the recruitment of the DNA
topoisomerases to resolve the topological constraints generated by DNA double strand break

repair through homologous recombination.
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1°) Deinococcus radiodurans, I’un des organismes les plus
radiorésistants connus a ce jour

A- Présentation de la bactérie Deinococcus radiodurans

Initialement nommée Micrococcus radiodurans, la bactérie Deinococcus radiodurans (du
grec deino signifiant « étrange, inhabituel » et coccus signifiant « grain, baie ») a été
découverte par A. Anderson en 1956 comme contaminant de boites de conserve de viande «

stérilisées » par exposition au rayonnement y (4 kGy) (Anderson et al., 1956).

Des études phylogénétiques basées sur 1’analyse des ARNr 16S ont montré que Micrococcus
radiodurans appartenait 2 un groupe phylogénétique unique; par conséquent, une nouvelle
famille, les Deinococcaceae, a été€ définie et M. radiodurans a ét€é renommée Deinococcus
radiodurans (Brooks et al., 1981). A ce jour, les Deinococcaceae comptent plus de 60
especes bactériennes (Xi et al., 2018), isolées a partir d’environnements treés variés tels que,
les sources d’eau chaudes d’Italie et du Portugal [D. geothermalis, (Ferreira et al., 1997)], les
déserts du Sahara [Deinococcus deserti, (de Groot et al., 2005)] ou de Gobi [Deinococcus
gobiensis, (Yuan et al., 2009)], le tractus intestinal de certains animaux (Kobatake, Tanabe &
Hasegawa, 1973), les environnements alpins (Callegan et al., 2008) ou encore dans le
continent Antarctique (Hirsch et al., 2004). D. radiodurans est a ce jour, I’organisme le plus

étudié et caractérisé de cette famille.

L’analyse des ARNr 16S (Weisburg, Giovannoni & Woese, 1989), des ARNr 5S (Bakeeva et
al., 1986) et de la conservation de certaines protéines (Gupta & Johari, 1998; Griffiths &
Gupta, 2004) montre que la bactérie D. radiodurans est phylogénétiquement liée a la bactérie
thermophile Thermus thermophilus, ce qui a permis de créer un nouveau phylum, le phylum

Deinococcus-Thermus (Figure 1).
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Figure 1 : Arbre phylogénétique établi par comparaison des facteurs sigma ¢'° (adapté
de (Griffiths & Gupta, 2004)).

La bactérie D. radiodurans est surtout connue pour sa capacité exceptionnelle a
surmonter les effets 1étaux des agents endommageant I’ADN tels que les rayonnements y, UV,
la dessiccation, le peroxyde d’hydrogéne (H20O,) et la mitomycine C (un agent génotoxique
qui induit des pontages inter brins entre deux guanines, ce qui entraine un blocage de la
réplication et de la transcription de I’ADN. La mitomycine C est également un agent alkylant

et oxydant) (Slade & Radman, 2011).

Les organismes radiorésistants sont retrouvés dans les 3 domaines du vivant, en effet d’autres
bactéries en dehors des Deinococcaceae, sont radiorésistantes, comme par exemple
Rubrobacter radiotolerans (Yoshinaka, 1973), Methylobacterium radiotolerans (Green,
1983). Certaines archées telles que Pyrococcus furiosus (DiRuggiero et al., 1997),
Thermococcus gammatolerans (Jolivet et al., 2003) sont également radiorésistantes ou encore
certains organismes eucaryotes tels que 1’algue verte Dunaliella bardawill (Ben-Amotz,
1990), le champignon Ustilago maydis (Leaper, Resnick & Holliday, 1980), les tardigrades
Milnesium tardigradum (Horikawa et al., 2009) ou encore le rotifere Adineta vage
(Gladyshev & Meselson, 2008). L’existence d’organismes radiorésistants non apparentés
suggere que 1’acquisition de la radiorésistance soit apparue de maniere indépendante dans ces

especes. (Daly, 2012).
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B- Organisation de son génome

Le génome de D. radiodurans a été initialement séquencé par White et ses collaborateurs
(White et al., 1999), cependant il ne s’agissait pas de la souche sauvage R1 ATCC 13989,
utilisée par les laboratoires étudiant D. radiodurans. Hua et al. (Hua & Hua, 2016) ont donc
récemment reséquencé et réannoté son génome. Parallelement, notre laboratoire a également
entrepris de reséquencer le génome de D. radiodurans R1 et est en accord avec la

réannotation du génome de D. radiodurans faite par Hua et al. (Hua & Hua, 2016).

Le génome de D. radiodurans, tres riche en GC (66.6%), a une taille de 3.28 Mpb. 1l est
composé de deux chromosomes (2.64 Mpb et 412 Kpb), un mégaplasmide MP1 (177 Kpb), et
un plasmide CP1 (45 Kpb). Ces quatre éléments génétiques sont présents a raison de 4 a 10
copies par cellule, selon la phase de croissance et le milieu de culture (Hansen, 1978; Harsojo,
Kitayama & Matsuyama, 1981; Passot et al., 2015). Harsojo et son équipe ont montré que la
résistance aux rayonnements y et UV ne dépendait pas du nombre de copies du génome par
cellule, suggérant qu’il n’y a pas de corrélation entre le nombre de copies du génome et la
radiorésistance. Par ailleurs, T. thermophilus, un des organismes les plus proches
phylogénétiquement de D. radiodurans, est également un organisme polyploide mais il n’est
pas considéré comme un organisme résistant aux rayonnements y et UV (Ohtani, Tomita &
Itaya, 2010). En revanche un minimum de deux copies est nécessaire pour la réparation de

I’ADN par recombinaison homologue (Slade & Radman, 2011).

Il a été estimé que 10 a 15 % de son génome a été acquis via le transfert horizontal de genes
(Makarova et al., 2001), dont la plupart est localisé sur le mégaplasmide MP1 (Omelchenko et
al., 2005). Parmi les genes acquis par D. radiodurans via le transfert horizontal, nous pouvons
citer I’exemple de la topoisomerase IB (dr0690), une enzyme tres caractéristique des
eucaryotes ou encore le géne dr1372, appartenant a la famille des protéines LEA (late
embryogenesis abundant) qui est un geéne induit par la dessiccation chez les plantes

(Makarova et al., 2001).
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C- Morphologie et division cellulaire

D. radiodurans est une bactérie aérobie stricte, non motile, non sporulante et c’est un
organisme mésophile, cultivé en laboratoire a 30°C. D. radiodurans produit un caroténoide, la

deinoxanthine, qui est responsable de la coloration rose des colonies (Lemee, 1997).

La bactérie D. radiodurans a une forme de coque, d’environ 1 um de diametre. Les
expériences de coloration de Gram indiquent que D. radiodurans est une bactérie Gram
positif, bien que la structure et la composition de son enveloppe cellulaire s’apparentent
davantage a celle des bactéries a Gram négatif. En effet, des expériences de microscopie
électronique (Figure 2), ont montré que 1’enveloppe cellulaire de D. radiodurans, d’une
épaisseur de 150 nm, est constituée de six couches : 1) la membrane cytoplasmique, 2) un
peptidoglycane épais contenant de L-ornithine (Work, 1964), un acide aminé rarement
retrouvé dans les parois cellulaires bactériennes, 3) une couche interstitielle, 4) la membrane
externe, 5) le S-layer contenant les caroténoides, lipides, protéines et polysaccharides et 6)

une couche dense composée de carbohydrates (Rothfuss et al., 2006; Makarova, 2001 #15).

o)

Membrane cytoplasmique
/ Peptidoglycane

<~ — Couche interstitielle

' == Membrane externe

S-layer + manteau de carbohydrates

| e—
200 nm

Figure 2: Structure de D’enveloppe cellulaire de D. radiodurans observée par
microscopie électronique (adaptée de (Rothfuss et al., 2006)).

D. radiodurans se divise avec un temps de génération de 120 min en conditions
standards de culture (milieu liquide TGY 2X: bacto tryptone 1%, extrait de levure 0.6% et
glucose 0.2%) a 30°C. Les cellules se divisent successivement dans deux plans
perpendiculaires (Figure 3). Un premier septum se forme dans un monocoque (1 cellule),
donnant lieu a une dyade ou un diplocoque (2 cellules), dans laquelle la ségrégation des deux
nucléoides est achevée mais les cellules ne sont pas entierement séparées. Un second septum,
perpendiculaire au premier, se forme donnant naissance a une tétrade ou un tétracoque (4

cellules) dans laquelle les quatre nucléoides sont séparés mais les cellules restent associées
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(Murray, Hall & Thompson, 1983). Lors de la phase exponentielle de croissance, les cellules

de D. radiodurans sont principalement sous forme de dyades ou de tétrades.

2 um 2 um

monocoque dyade dyade tétrade
1 cellule 2 cellules 2 cellules 4 cellules

Figure 3: La division cellulaire chez D. radiodurans. Observations des cellules au
microscope a épifluorescence. Les membranes sont marquées avec du FM4-64 (rouge) et
les nucléoides avec du DAPI (vert). Les plans de division sont indiqués par les fleches
jaunes. Barre d’échelle : 2 pm.

La division cellulaire est un processus tres coordonné et régulé par un complexe
protéique, composé d’un nombre important de protéines, que I’on appelle le divisome (Figure
4). Chez les bactéries E. coli et B. subtilis, la division cellulaire débute par la polymérisation
de la protéine FtsZ qui permet la formation de ’anneau Z au centre de la cellule. FtsZ, qui
possede une activité GTPase, est ancrée a la membrane cytoplasmique grace a la protéine
FtsA. La formation de I’anneau Z, au centre de la cellule, est finement controlée par 2
systemes, impliqués dans la stimulation ou l’inhibition de la polymérisation de la protéine

FtsZ: le systtme Min et le systtme NO pour « nucleoid occlusion » (Figure 5).
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Figure 4 : Représentation schématique des différents constituants du divisome chez E.
coli (d’apres (Vicente & Lowe, 2003)).

Le systeme Min (Figure 5), décrit chez E. coli, comprend les protéines MinC, MinD et MinE,
et permet d’inhiber la polymérisation de FtsZ, aux poles de la cellule (Lutkenhaus, 2007;
Pinho, Kjos & Veening, 2013). L’ATPase MinD en complexe avec I’ATP, est associée a la
membrane et permet le recrutement de MinC, un inhibiteur de la polymérisation de FtsZ. La
protéine MinE forme une structure en anneau, qui libere graduellement MinD et MinC de la
membrane, en stimulant I’activit¢é ATPase de MinD. La protéine MinD complexée a I’ADP
est régénérée dans le cytoplasme, en MinD-ATP, puis s’associe a nouveau a la membrane au
pole opposé et recrute la protéine MinC. Les protéines MinC et MinD oscillent d’un pdle a
I’autre de la cellule et la répétition de ce processus, crée un gradient de concentration des
protéines MinD et MinC, avec des concentrations importantes aux poles de la cellule et des
concentrations faibles au milieu de la cellule, empéchant ainsi la formation de 1’anneau Z aux
poles de la cellule. Chez B. subtilis, les protéines MinD et MinC n’oscillent pas d’un pdle a
I’autre de la cellule mais sont séquestrées aux poles de la cellule par les protéines MinJ et

DivIVA (Lutkenhaus et al., 2007; Pinho et al., 2013).

Le systtme NO (Figure 5) coordonne la division cellulaire avec la ségrégation des
chromosomes. Les protéines NOC (nucleoid occlusion protein) chez B. subtilis et SImA chez
E. coli, fixent des séquences d’ADN dispersées dans le génome a ’exception de la région

terminus. Les protéines NOC et SImA sont appelées protéines effectrices du nucléoide et
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inhibent 1’assemblage de 1’anneau Z, tant que la ségrégation des chromosomes n’est pas

achevée (Wu et al., 2012).

Apres la ségrégation des chromosomes, ces deux systemes vont donc permettre la
polymérisation de FtsZ au centre de la cellule et la formation du septum de division.
Cependant I’absence des systémes Min et NO chez E. coli et B. subtilis, n’engendre qu’un
modeste biais de la polymérisation de FtsZ suggérant que d’autre mécanismes contrdlent la

division cellulaire (Bendezu et al., 2009; Moriya et al., 2010; Wu et al., 2012).

a Min system b Nucleoid occlusion

Min inhibition zonol

(e
@

Figure 5 : Les systemes Min et NO décrits chez E. coli et B. subtilis (d'apres (Pinho et al.,
2013).

La division cellulaire a également été étudiée chez plusieurs bactéries en forme de coque :

- Chez Neisseria gonorrhoeae, qui est dépourvue du systeme NO, il a été démontré que des
mutations dans les génes minC et minD entrainent une hétérogénéité de la taille des cellules
avec la présence de multiples septums. Contrairement a E. coli, le mutant AminCD n’est pas
viable suggérant que le systtme Min joue un rdle plus important chez N. gonorrhoeae que

chez E. coli (Ramirez-Arcos et al., 2001; Szeto et al., 2001).

- Chez la bactérie Staphylococcus pneumoniae, qui est dépourvue du systeme NO et Min, il a

été démontré que la protéine DivIVA interagit avec ParB, qui se fixe aux sites parS localisés
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au niveau de la région oriC et permet la ségrégation des origines de réplication. Il a été
proposé que le complexe DivIVA-ParB permette d’ancrer les origines de réplication aux pdles
de la cellule (Fadda et al., 2007; Minnen et al., 2011). S. pneumoniae possede dans son
génome un gene essentiel codant pour la protéine EzrA, un inhibiteur de la polymérisation de
FtsZ, ce qui suggere que ErzA a un role primordial dans la division cellulaire en inhibant la
formation de 1’anneau Z au niveau des poles de la cellule (Steele et al., 2011; Thanassi et al.,
2002). Chez S. aureus, EzrA n’est pas essentielle mais est requise pour 1’homogénéité de la

taille des cellules (Jorge et al., 2011).

D. radiodurans possede dans son génome, les génes codant les homologues des protéines
FtsA (dr0630), FtsZ (dr0631), DivIVA (dr1369), MinC (dr1753), MinD (dr0752) et MinE
(dr0751). En revanche, aucun homologue des protéines NOC, SImA et EzrA n’a été identifi¢

dans son génome (Pinho et al., 2013).

La ségrégation des chromosomes est un processus essentiel qui permet a chaque
cellule fille d’hériter d’une copie compléte du génome. Chez les bactéries, la réplication et la
ségrégation se déroulent de maniere concomitante. La ségrégation des chromosomes
bactériens se déroule en 3 étapes: la ségrégation des origines de réplication, la ségrégation du

corps du chromosome puis la ségrégation des régions terminus.

Chez les bactéries B. subtilis, V. cholerae, C. crescentus, la ségrégation des origines de
réplication est assurée par le systtme ParAB (Fogel & Waldor, 2006; Ireton, Gunther &
Grossman, 1994; Lin & Grossman, 1998). Des séquences palindromiques (site parS)
composées de 16 pb et localisées pres de 1’origine, sont spécifiquement reconnues et fixées
par la protéine ParB, qui possede un domaine HTH (hélice-tour-hélice). Le complexe ParB-
parS est reconnu par la protéine ParA, qui posseéde une activité ATPase. ParB en stimulant
I’activité ATPase de ParA, va induire la formation de longs filaments constitués de faisceaux
de polymeres de ParA qui permettent la ségrégation des complexes ParB-parS aux poles

opposés de la cellule.

L’implication des systemes ParAB dans la ségrégation des chromosomes a été démontrée
chez C. crescentus, V. cholerae et B. subtilis. La délétion de ces systemes engendre des
perturbations de la ségrégation des chromosomes avec une augmentation significative du

nombre de cellules anucléées (Badrinarayanan et al., 2012; Possoz, Junier & Espeli, 2012).

Comme décrit précédemment, D. radiodurans possede 4 réplicons, les chromosomes I et II

ont chacun leur syst¢me ParAB (ParAl-ParB1 et ParA2-ParB2 respectivement) et 2 systeémes
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ParAB ont été identifiés dans le mégaplasmique MP1 (ParA3-ParB3 et ParA4-ParB4) (White
et al., 1999). La délétion de parB1 dans le chromosome I, entraine un retard de croissance et
augmente significativement le nombre de cellules anucléées, comparé a la souche sauvage
(Charaka & Misra, 2012). Des expériences de double hybride réalisées chez E. coli avec les
protéines de D. radiodurans, ont montré que FtsA interagit avec FtsZ et MinD, que MinD
interagit avec MinC et que la protéine DivIVA interagit avec les protéines ParB1, ParB3,
ParB4 alors que MinC interagit avec ParB1 et ParB3. L’interaction des protéines Par avec les
protéines du divisome suggere qu’elles ont un role important dans la ségrégation du génome

chez D. radiodurans (Maurya, Modi & Misra, 2016).
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D- D. radiodurans est une bactérie naturellement transformable

D. radiodurans est naturellement transformable (Moseley & Setlow, 1968), ce qui facilite
les manipulations génétiques. Contrairement a la plupart des especes bactériennes, dont la
compétence est transitoire et finement régulée, comme c’est le cas chez B. subtilis (Smits et
al., 2005) ou S. pneumoniae (Tomasz, 1966), D. radiodurans est naturellement transformable
tout au long de la phase exponentielle de croissance avec une diminution de la fréquence de

transformation en phase stationnaire prolongée (Moseley & Setlow, 1968; Tirgari, 1980).

Pour étre naturellement compétentes, les cellules doivent étre capables d’internaliser de
I’ADN extracellulaire vers la membrane cytoplasmique, via des pili de type IV ou des
pseudopili ou encore des systemes de sécrétion. Puis dans un second temps, des complexes
protéiques, situés dans la membrane cytoplasmique, vont permettre la translocation de I’ADN

dans le cytoplasme (Kruger & Stingl, 2011).

L’internalisation de I’ADN extracellulaire dans le cytoplasme requiert un mécanisme différent

selon le nombre de membranes a franchir.

Chez la bactérie a Gram positif B. subtilis (Figure 6), les pseudopili, qui traversent la paroi
cellulaire, sont composés de pseudopiline (ComGC), issue de la maturation des prépilines par
la peptidase ComC et leur assemblage est médié par la protéine membranaire ComGB et
I’ATPase ComGA. On retrouve les mémes pili de type IV chez la bactérie a Gram négatif N.
gonorrhoeae, qui sont composés de protéines PilE, résultant de la maturation des prépilines
par la peptidase PilD, et qui sont assemblés par un complexe protéique composé de la protéine
membranaire PilG et I’ATPase PilF. Chez B. subtilis, la dissociation/rétraction des pseudopili
va permettre a ’ADN exogene de traverser la paroi cellulaire jusqu’a la protéine membranaire
ComEA qui dirige ensuite I’ADN vers la protéine ComEC, qui forme un canal a travers la
membrane cytoplasmique et permet la translocation de I’ADN a 1’aide de I’hélicase ComFA

qui « tire » ’ADN simple brin dans le cytoplasme (Kruger & Stingl, 2011).

Chez la bactérie a Gram négatif N. gonorrhoeae (Figure 6), les pili traversent la membrane
externe par un canal formé de la sécrétine PilQ. La dissociation/rétractation des pili
impliquant I’ATPase PilT, permet a I’ADN de traverser la membrane externe via la sécrétine
PilQ et d’entrer dans le périplasme, ou il est pris en charge par la protéine ComE qui dirige
I’ADN vers la protéine ComA, qui assure ensuite sa translocation, a I’aide de I’hélicase PriA,

a travers la membrane cytoplasmique (Kruger & Stingl, 2011).
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Chez D. radiodurans, les mécanismes impliqués dans la transformation naturelle sont peu
connus, mais les genes codant pour les homologues des pilines de type IV (dr1232, dr1233,
dr1234, dr1235 et dr0442), des protéines Com (comEC (dr1854), (dr0361); comEA (dr1855,
dr0207); comF (dr1389); comA (dr0847)) et les homologues des protéines PilD (dr2065),
PilQ (dr0774) sont retrouvés dans son génome. Les analyses transcriptomiques (Liu et al.,
2003) ont montré que les genes comEA (dr1855, dr0207) font partie des genes les plus induits
(15 fois) apres exposition au rayonnement y. Néanmoins, le lien possible entre la
transformation naturelle et les mécanismes impliqués dans la radiorésistance n’a pas encore

été établi a ce jour.

Bacillus subtilis A Neisseria gonorrhoeae B

dsDNA
cell wall

oM

binding+
packaging

ssDNA binding ssDNA binding
proteins proteins

Figure 6 : Modele d’internalisation de PADN extracellulaire chez la bactérie a Gram
positif (Bacillus subtilis) et a Gram négatif (Neisseria gonorrhoeae) (d’apres (Kruger &
Stingl, 2011)).

La cellule n’internalise qu’un seul brin d’ADN dans le cytoplasme, le deuxiéme sera dégradé
et libéré dans le milieu extracellulaire ou le périplasme dans le cas des bactéries a Gram
négatif. L’ADN simple brin entrant, est par la suite pris en charge par des protéines de la
famille SSB (single strand DNA binding proteins), afin de prévenir sa dégradation par les
nucléases cytosoliques. Chez S. pneumoniae, 2 protéines de la famille SSB sont impliquées
dans la protection de I’ADN simple brin: SsbB et SsbA (Morrison et al., 2007) et il a été
démontré que la protéine DprA joue également un réle majeur dans la protection de I’ADN
simple brin entrant ainsi que dans le recrutement de la recombinase RecA sur ’ADN simple

brin (Morrison et al., 2007).

Quand, I’ADN internalisé¢ présente de 1’homologie avec une région du génome hote, il sera
intégré par recombinaison homologue, en revanche si I’ADN internalisé ne présente aucune
homologie avec ’ADN de la cellule hote il sera alors dégradé. Si I’ADN internalisé, est de
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I’ADN plasmidique, la reconstitution d’un plasmide circulaire double brin est nécessaire pour

son maintien dans la cellule.

Chez B. subtilis, il a été démontré que la protéine RecO joue un rdle majeur dans la
reconstitution d’un plasmide circulaire double brin, par un mécanisme de type SSA (single
strand annealing) d’appariement simple brin des régions complémentaires (Kidane et al.,
2004). En revanche, une étude menée au laboratoire chez D. radiodurans, a montré que
I’absence de RecO, qui posséde une activité d’appariement simple brin in vitro, n’entraine
qu’une diminution d’un facteur 6 de la fréquence de transformation par de I’ADN
plasmidique, suggérant que la protéine RecO a un rdéle mineur dans la transformation par de
I’ADN plasmidique (Bouthier de la Tour et al., 2011). Par contre, DdrB, une protéine de type
SSB, spécifique des Deinococcaceae, possede également une activité de type SSA in vitro
(Xu et al., 2010) et il a été démontré qu’en comparaison avec la souche sauvage, I’absence de
DdrB n’entraine pas de diminution de la fréquence de transformation par de 1’ADN
génomique mais entraine une diminution d’un facteur 100 de la fréquence de transformation
par de ’ADN plasmidique, suggérant que la protéine DdrB joue un role essentiel dans la

transformation plasmidique chez D. radiodurans (Bouthier de la Tour et al., 2011) (Figure 7).

G-D)-O

Internalisation de DdrB stimule I’appariement Reconstitution d’un ADN
fragment simple brin simple brin des régions plasmidique circulaire
d’ADN plasmidique complémentaires double brin

Figure 7 : Modéele proposé chez D. radiodurans, pour reconstituer un ADN plasmidique
circulaire double brin lors de la transformation par de I’ADN plasmidique.

Il a également été montré au laboratoire, qu’en comparaison avec la souche sauvage, la
délétion du gene dprA entraine une diminution d’un facteur 100 et 10 de la fréquence de
transformation par I’ADN génomique et par I’ADN plasmidique, suggérant un role de la
protéine DprA dans la protection de ’ADN entrant (non publiés, these de Solenne Ithurbide:
Variabilité génétique chez la bactérie radiorésistance Deinococcus radiodurans: La

recombinaison entre séquences répétées et la transformation naturelle).
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E- Une résistance exceptionnelle aux agents génotoxiques

D. radiodurans est un des organismes les plus radiorésistants connus a ce jour. La
comparaison des courbes de survie des bactéries E. coli et D. radiodurans apres exposition au
rayonnement y (Figure 8), indique que D. radiodurans est capable de survivre, sans perte de
viabilité, a des doses extrémement ¢élevées de rayonnement vy, allant jusqu’a 6.8 kGy, alors
que la survie est inférieure a 107 chez E. coli pour une dose inférieure a 1 kGy (Confalonieri
& Sommer, 2011). Une dose de 6,5 kGy, va générer environ 300 cassures double brin de

I’ADN par équivalent génome (Cox & Battista, 2005).
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g 10+ gammatolerans EJ3
g . —®— Deinococcus
# 10% radiodurans
10 &— Halobacterium NRC-1
107 —e— Escherichia coli 0157
10¢ \
1 0.g 'l - 1 i
0 25 5 75 10
dose (kGy)

Figure 8 : Comparaison des courbes de survie apres exposition au rayonnement y des
bactéries E. coli, D. radiodurans et des archées radiorésistantes Pyrococcus furiosus,
Thermococcus gammatolerans et Halobacterium (d'apres Confalonieri & Sommer, 2011).

D. radiodurans est capable de surmonter, sans perte de viabilité, des fortes doses de
rayonnement UVC, allant jusqu’a 500 J/m*, générant jusqu’a 5000 diméres de pyrimidines
par équivalent génome (Battista, 1997; Sweet & Moseley, 1976). La dose D37 (dose de
radiation nécessaire pour avoir une survie cellulaire de 37%) apres exposition au rayonnement

UV est de 30 J/m” pour E. coli et de 600 J/m* pour D. radiodurans (Figure 9).
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Figure 9 : Comparaison des courbes de survie apres exposition au rayonnement UVC
des bactéries D. radiodurans (carré) et E. coli (losange) (d'apres Battista, 1997).

Par ailleurs, D. radiodurans est connue pour pour sa capacité exceptionnelle a résister a
la dessiccation. Mattimore et Battista (Mattimore & Battista, 1996), ont montré que D.
radiodurans présente 85% de survie apres 6 semaines dans un dessiccateur avec un taux
d’humidité inférieur & 5% alors que E. coli a une survie inférieure 2 10 aprés seulement 7
jours de dessiccation (Figure 10). La dessiccation entraine la dénaturation des protéines, la
formation d’especes réactives de 1’oxygene (ROS : reactive oxygen species), ce qui conduit a
la peroxydation des lipides, 1’oxydation des protéines et de ’ADN et engendre, apres 6
semaines dans un dessiccateur, la formation d’environ 60 cassures double brin de I’ADN par

équivalent génome (Dose et al., 1992; Slade & Radman, 2011).
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Figure 10 : Courbes de survie des bactéries D. radiodurans (carré) et E. coli (rond) en
fonction du nombre de jours de dessiccation (d'apres (Mattimore & Battista, 1996).
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Enfin D. radiodurans résiste également, sans perte de viabilité, a une exposition de 10
minutes a une concentration de 20 pg/mL de mitomycine C, qui génere 100 a 200 pontages de
I’ADN par équivalent génome (Kitayama, 1982). Elle est également capable de faire face a un
stress oxydant important. En effet 90% des cellules de D. radiodurans sont viables apres un
traitement de 60 min a une concentration de 10 mM d’H,0, alors que la survie est inférieure a

107 chez E. coli pour la méme concentration d’H,O, (Figure 11) (Wang & Schellhorn, 1995).
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Figure 11 : Comparaison des courbes de survie des bactéries D. radiodurans (blanc) et E.
coli (noir) apres traitement des cellules pendant 60 min a des concentrations différentes
de peroxyde d’hydrogéne (d’aprés (Wang & Schellhorn, 1995)).

L’origine de la radiorésistance de D. radiodurans, a toujours été source de
questionnement pour les scientifiques, puisque sa capacité extraordinaire a résister a de telles
doses de rayonnement vy, ne peut étre expliquée par un processus d’adaptation au cours de
I’évolution, étant donné qu’il n’y a pas d’avantage sélectif a étre radiorésistant sur Terre
sachant que la dose maximale de rayonnement y recue sur Terre, mesurée a Guarapari au
Brésil, est seulement de 175 mGy par an (Bertin, 1983). Mattimore et Battista (Mattimore &
Battista, 1996) ont émis 1’hypothése que I’origine de la radiorésistance de D. radiodurans
serait due a sa capacité a résister a la dessiccation, qui aurait été acquise suite a une adaptation
a Dexposition a des cycles répétés de dessiccation-réhydratation. Par ailleurs, des études
transcriptomiques (Tanaka et al., 2004), montrent que parmi les 72 geénes induits apres
exposition des cellules au rayonnement v (3 kGy), 33 sont également induits apres 2 semaines
de dessiccation (avec un taux d’humidité inférieur a 5%), ce qui suggere la mise en place

d’une réponse commune pour résister a ces deux stress.
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2°) Les mécanismes impliqués dans la radiorésistance

Les rayonnements v, produits par la désintégration d’¢léments radioactifs, sont des photons de
tres haute énergie, qui au contact des composants cellulaires et en particulier de 1’eau
contenue dans les cellules, génerent des ions, qui vont ensuite réagir avec d’autres molécules
et produire des especes réactives de 1’oxygéne (ROS : reactive oxygen species). Les trois
principaux ROS générés par les rayonnements vy, sont les radicaux hydroxyles (OH), les
anions superoxydes (O;7) et le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Figure 12). Le radical
hydroxyle (OH’) formé par I’ionisation des molécules d’eau, est I’'un des ROS les plus réactifs
et il peut endommager toutes les macromolécules cellulaires (protéines, acides nucléiques,
lipides et carbohydrates) (Von Sonntag, 2006). Les anions superoxydes (O;”) et le peroxyde
d’hydrogene (H»O,) ne sont pas particulierement réactifs avec I’ADN mais affectent les
protéines ayant des centres Fer-Soufre (2Fe-2S, 4Fe-4S), ce qui provoque la libération des
ions Fe®*, qui réagissent avec le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et induisent la formation de

radicaux hydroxyles (OH) via la réaction de Fenton (Imlay, 2006) (Figure 12).

Les ROS vont causer de maniere directe ou indirecte, des dommages multiples dans ’ADN
(modifications de bases, cassure simple brin et double brin), il a été admis que 80 % des
dommages de I’ADN seraient dus a 1’action indirecte des ROS et seulement 20 % seraient

issus de I’interaction directe des photons y avec ’ADN (Halliwell, 1999).

Les dommages liés a I’oxydation des protéines sont divers, ils incluent la carbonylation
(introduction d’un monoxyde de carbone dans un composé organique) de certains acides
aminés (proline, arginine, lysine, et thréonine), I’oxydation des groupes sulfhydryles des
méthionines et des cystéines, I’introduction de groupe hydroxyle dans les phénylalanines et
les tyrosines, les clivages des liens peptidiques etc (Hipkiss, 2006). L’oxydation des protéines

altere leur conformation, leur fonction et leurs interactions, ce qui conduit a la mort cellulaire.

L’oxydation des lipides insaturés, appelée peroxydation des lipides, va provoquer une
diminution de la fluidité membranaire et la perte des protéines membranaires (Girotti, 1998;

Wong-Ekkabut et al., 2007).

D. radiodurans possede plusieurs mécanismes pour protéger la cellule contre le stress
oxydant généré par les rayonnements y. Ces mécanismes incluent 1’élimination des

macromolécules oxydées, la détoxification des ROS d’un part par les enzymes antioxydantes
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et d’autre part via des systémes non enzymatiques impliquant les ions manganeses (Figure

12), les caroténoides et les protéines Dps.
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Figure 12 : Les mécanismes mis en place par D. radiodurans pour détoxifier la cellule
des ROS générés par les rayonnements y. Les rayonnements y vont induire la
production de ROS (07", H,O; et OH'). Les superoxydes dismutases (dr0644, dr1279,
dr1546, drA0202) catalysent la dismutation des anions superoxydes (O;") en peroxyde
d’hydrogéne (H;0;) et les catalases (dr1998, drA0146 et drA0259) et peroxydases
(drA0145, drA0301) catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogéne (H,O;) en H;O.
Les radicaux hydroxyles (OH') sont également détoxifiés par les ions manganeése (en
jaune) en complexe avec les peptides ou les nucléosides, les anions superoxydes (0,")
peuvent étre détoxifiés par les complexes Mn**- orthophophate, peptides ou nucléosides
et le peroxyde d’hydrogeéne (H,0,) peut étre détoxifié par les complexes Mn**- peptides.
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A- Protection contre le stress oxydant

1°) Détoxification des ROS par les catalases, superoxydes dismutases et peroxydases

D. radiodurans possede des systemes enzymatiques efficaces pour détoxifier la cellule
des ROS. Elle dispose de trois catalases (dr1998, drA0146 et drA0259), quatre superoxydes
dismutases (dr0644, dr1279, dr1546, et drA0202) et deux peroxydases (drA0145 et drA0301)
(White et al., 1999). Les superoxydes dismutases catalysent la dismutation des anions
superoxydes (O,") en peroxyde d’hydrogene (H,O,) et les catalases et les peroxydases
catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogene (H,O,) en H,O (Figure 12). Les geénes
codant pour ces enzymes antioxydantes sont induits apres exposition des cellules au
rayonnement y (Tanaka et al., 2004) et les mutants des catalases et des superoxydes
dismutases sont radiosensibles, ce qui suggere que les enzymes antioxydantes jouent un role
important dans les mécanismes de radiorésistance (Markillie et al., 1999). Comparé a E. coli,
D. radiodurans est nettement plus résistant au peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Figure 11). Il a
d’ailleurs ét¢ montré, chez D. radiodurans, que les catalases et les superoxydes dismutases

ont des activités bien supérieures a celles de E. coli (Tian et al., 2004) (Figure 13).

Par ailleurs D. radiodurans possede d’autres protéines antioxydantes, telles que les
glutaredoxine, thioredoxine, thioredoxine réductase et des alkyl hydroperoxide réductase
(White et al., 1999). Chez E. coli, I’alkyl hydroperoxide reductase est impliquée dans
I’¢élimination du peroxyde d’hydrogene (Seaver & Imlay, 2001), les thioredoxines réduisent
I’oxydation des cystéines dans les protéines et les thioredoxines reductases sont des enzymes

impliqués dans la réduction des thioredoxines (Obiero et al., 2010; Seo & Lee, 2006).
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Figure 13 : Comparaison des activités des catalases et des superoxydes dismutases chez
D. radiodurans et E. coli (d'apres Slade & Radman, 2011).

2°) Les complexes avec les ions manganese

Les études de Daly M. et ses collaborateurs (Daly et al., 2007) ont mis en évidence
que la radiorésistance était corrélée a la capacité des organismes a protéger les protéines de
I’oxydation. Le niveau d’oxydation des protéines peut éEtre évalué par le niveau de
carbonylation. Il a été démontré que la quantité de protéines carbonylées augmente apres
I’exposition des cellules aux rayonnements y ou UV et elle est inversement corrélée avec la
survie cellulaire (Krisko & Radman, 2010). Il a aussi été démontré que le niveau de
carbonylation des protéines extraites de cellules irradiées de D. radiodurans est plus bas que

celui des protéines extraites des cellules d’especes radiosensibles (Daly et al., 2007).

En 2010, (Daly et al., 2010) ont mis en évidence chez D. radiodurans, le role majeur de
petites molécules antioxydantes dans la radiorésistance. En effet, ils ont montré que
’ultrafiltrat extrait de D. radiodurans, prévenait 1’oxydation (carbonylation) des protéines de
E. coli lors de I’exposition a des doses ¢€levées de rayonnement y (2, 4 et 8 kGy). Alors que
I’ultrafiltrat d’espéces non radiorésistantes (Pseudomonas putida, E. coli, Thermus

thermophilus) ne protege pas les protéines de E. coli de la carbonylation (Figure 14).
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Figure 14 : L’ultrafiltrat (dépourvu de protéines) de D. radiodurans protege les
protéines de E. coli de la carbonylation. L’ultrafiltrat de Pseudomonas putida (PP), E.
coli (EC), Thermus thermophilus (TT) ou D. radiodurans (DR) est incubé avec des
protéines purifiées de E. coli, qui sont par la suite, exposées a des doses de 0, 2, 4 ou 8
kGy de rayonnnement y. Les protéines sont séparées par SDS-PAGE et colorées avec du
bleu de Coomassie. Le niveau de carbonylation des protéines de E. coli est analysé par
Western Blot a I’aide d’anticorps dirigés contre les groupes carbonyles (d'apres Daly et
al., 2010).

Comparé aux ultrafiltrats de P. putida, E. coli, T. thermophilus, I’analyse de I’ultrafiltrat de D.
radiodurans s’est révélé étre tres riche en ions manganese, en phosphate inorganique,
nucléosides ou bases (uridine, adénosine, uracile), acides aminés et peptides. Par ailleurs, il a
été montré que D. radiodurans et d’autres especes radiorésistantes accumulent des
concentrations intracellulaires de manganese (Mn*") exceptionnellement importantes et a
I’inverse, une concentration intracellulaire en Fer (Fez+) faible comparées a E. coli, ce qui lui
permet de limiter la formation de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton (Figure 12).
Comparé a un organisme radiosensible, comme Shewanella oneidensis (ratio Mn/Fe =
0.0005), D. radiodurans (ratio Mn/Fe = 0.24) accumule 150 fois plus d’ions manganese et 3.3
fois moins d’ions Fe* dans la cellule (Daly et al., 2004). De plus, il a été démontré chez D.
radiodurans, que les cellules perdent leur radiorésistance quand elles sont cultivées dans des
conditions ou 1’absorption du manganese est limitée (Daly et al., 2004). L’ensemble de ces

résultats suggere que les ions manganese ont un réle crucial dans la radiorésistance.

Les études de Daly et ses collaborateurs ont montré que les ions manganese forment des
complexes avec I’orthophosphate, des peptides ou des nucléosides tel que 1’uridine, et sont
capables de détoxifier la cellule des ROS. Les radicaux hydroxyles sont détoxifiés par les ions
manganese en complexe avec les peptides ou les nucléosides, les anions superoxydes peuvent

étre détoxifiés par les complexes Mn?*- orthophophate, peptides ou nucléosides et le peroxyde
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d’hydrogéne peut étre détoxifié par les complexes Mn**- peptides (Figure 12) (Daly et al.,
2010; Daly et al., 2007).

Au-dela de son rdle dans la détoxification des ROS, chez D. radiodurans, le manganese
remplace également le fer en tant que cofacteur dans de nombreuses enzymes, ce qui permet
de limiter la libération des ions Fe®* lors de I’oxydation des protéines, limitant ainsi la
production de radicaux hydroxyles via la réaction de Fenton (Figure 12) (Slade & Radman,

2011).

3°) Les caroténoides

Les caroténoides jouent également un rdle important dans la détoxification des ROS.
D. radiodurans synthétise un caroténoide, la deinoxanthine, responsable de la coloration rose
des colonies. Il a été montré, in vitro que (Tian et al., 2007; Zhang et al., 2007) les
caroténoides de D. radiodurans sont capables de détoxifier toutes les formes de ROS
(I’oxygéne singulet 'O, (une forme excitée de ’oxygéne), H,O,, OH, O,") et par conséquent
permet de protéger, les acides nucléiques des dommages li€s au stress oxydant, les protéines
de la carbonylation (Zhang et al., 2000) et les lipides membranaires de la peroxidation (Stahl
et al., 1998). D. radiodurans possede 13 genes impliqués dans la synthese des caroténoides
(Makarova et al., 2001) et comparé a la souche sauvage, les mutants affectés dans la voie de
biosynthese de la deinoxanthine, sont plus sensibles au rayonnement v, a la dessiccation et au
stress oxydant généré par I’H,O, (Tian et al., 2007; Zhang et al., 2007). Des études (Tian et
al., 2009) ont également montré que la deinoxanthine inhibait ’oxydation des protéines in

vitro plus efficacement que d’autres caroténoides.

4°) Les protéines Dps

Au-dela de leur role dans la compaction de I’ADN chez E. coli, les protéines Dps
protegent également I’ADN des dommages engendrés par le stress oxydant (Almiron et al.,
1992; Martinez & Kolter, 1997). En effet, ces protéines vont fixer I’ADN et chélater les ions
Fe’* ce qui limite la production de radicaux hydroxyles (OH) via la réaction de Fenton
(Figure 12). Par ailleurs, ces protéines sont capables de réduire le peroxyde d’hydrogene
(H,0,) en H,O (Almiron et al., 1992; Martinez & Kolter, 1997).

Dans le génome de D. radiodurans, 2 homologues des genes codant les protéines Dps ont été
identifiés : Dpsl (dr2263) et Dps2 (DrB0092) et les analyses transcriptomiques ont montré
que ces genes €taient induits apres exposition des cellules au rayonnement y (Liu et al., 2003;

Tanaka et al., 2004). La délétion des deux genes dps (AdpslAdps2) n’altére pas la
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radiorésistance de D. radiodurans (Nguyen et al., 2009), mais il a ét€¢ montré in vitro que la
protéine Dps2 protége I’ADN des dommages engendrés par les ROS (Bhattacharyya &
Grove, 2007; Reon et al., 2012).

5°) Le métabolisme

Par ailleurs, plusieurs propriétés métaboliques de D. radiodurans 1’aident également a
résister au stress oxydant. Celles-ci incluent 1) la diminution de la production de ROS
endogenes via la réduction du nombre d’enzymes de la chaine respiratoire et I’induction, en
réponse au rayonnement y, du « bypass » glyoxylate du cycle acide tricarboxylique (TCA),
qui limite ainsi la libération de NADH et de FADH,;, 2) la protéolyse et I’import des peptides
et des acides aminés exogenes, 3) la conversion du glucose en précurseur des dNTPs et 4) la
production de granules de stockage de carbohydrates et de polyphosphates qui pourraient
fournir I’orthophosphate agissant en synergie avec le Mn>* pour piéger les ROS (Slade &
Radman, 2011). Il a par ailleurs été observé qu’apres exposition des cellules au rayonnement
Y, de nombreux genes du métabolisme sont dérégulés. En particulier, les genes impliqués dans

le cycle TCA sont réprimés (Luan et al., 2014; Tanaka et al., 2004; Zhang et al., 2005).

6°) Elimination des macromolécules oxydées

Le stress oxydant va provoquer des dommages de I’ADN (oxydation des nucléotides,
cassures simple et double brin). Afin de prévenir I’incorporation des nucléotides oxydés dans
I’ADN, (ce qui conduirait apres réplication de ’ADN, a I’introduction de mutations dans le
génome), D. radiodurans va les dégrader et les exporter de la cellule via I’action des protéines
de la famille Nudix hydrolases (Bessman, Frick & O'Handley, 1996; Xu et al., 2001). Parmi
les protéines de la famille Nudix hydrolases, MutT hydrolyse le 8-0xo-dGTP, un des
désoxyribonucléotides oxydés le plus étudié et préserve D. radiodurans de son incorporation
dans I’ADN, qui introduirait une mutation par transversion lors de la réplication de I’ADN
(A:T en C:G ou G:C en T:A). En comparaison avec E. coli, qui possede 11 hydrolases
(Blattner et al., 1997), 23 genes codant des hydrolases de la famille Nudix ont été identifiés
dans le génome de D. radiodurans (White et al., 1999), dont 5 sont induits apres exposition

des cellules au rayonnement y (Liu et al., 2003).

Les protéines oxydées vont, quant a elles, devenir non fonctionnelles et leur
conformation va étre altérée, ce qui provoque la formation d’agrégats de protéines, qui est

toxique pour la cellule. Ces protéines oxydées vont donc devoir étre rapidement dégradées par

39



des protéases. D. radiodurans posseéde un nombre élevé de protéases putatives (Makarova et
al., 2001), dont la plupart des genes codant pour ces protéases, sont induits apres exposition
au rayonnement y (Tanaka et al., 2004). Il a été montré que les rayonnements y engendraient
une dégradation importante des protéines (Joshi et al., 2004). Chez les bactéries, la protéolyse
cellulaire est assurée par les protéases ATP-dépendantes appartenant aux familles Lon (Lonl:
dr1974 et Lon2: dr0349) et Clp qui comprenent un domaine protéolytique (ClpP: dr1972) et
un domaine ATPasique (ClpA: dr0588, ClpB: dr1046, ClpC: dr1117 et ClpX: dr1973).
L’absence des protéases Lonl ou Lon2 n’a pas d’effet sur la radiorésistance mais réduit la
résistance a la puromycine, un antibiotique, qui induit la libération prématurée de la chaine
polypeptidique du ribosome, ce qui entraine la formation de protéines tronquées ou mal
repliées (Servant et al., 2007). Ces résultats suggerent que les protéases Lonl et Lon2 jouent
un role important dans 1’élimination des protéines tronquées. Les cellules dépourvues des
protéines ClpX ou ClpP deviennent radiosensibles et en comparaison avec la souche sauvage,
la cinétique de réparation de I’ADN, apres exposition des cellules au rayonnement y est
ralentie dans le double mutant AclpX AclpP. Par ailleurs, un retard important de la reprise de
la division cellulaire apres la reconstitution de son génome a également été constaté chez le
double mutant AclpXAclpP et les observations de la morphologie des cellules par microscopie
a épifluorescence, montrent qu’apres exposition au rayonnement vy, les cellules AclpX AclpP
présentent des anomalies importantes a savoir, une décondensation du nucléoide, une
augmentation de la proportion de cellules anucléées et la formation anormale des septums de
division (Servant et al., 2007). L’ensemble de ces données suggere que ClpPX est impliquée
dans le controle de la ségrégation et la division cellulaire apres exposition des cellules a un
stress génotoxique.

Par ailleurs les analyses transcriptomiques (Tanaka et al., 2004) ont montré que plusieurs
genes codant pour des protéines chaperonnes sont également induits apres exposition des
cellules au rayonnement vy, suggérant qu’elles puissent jouer un role dans le repliement des

protéines endommagées par exposition au rayonnement y.
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B- Réparation efficace des lésions de ’ADN

La radiorésistance de D. radiodurans n’est pas due a un mécanisme de protection de
I’ADN, qui empécherait la formation des 1ésions de I’ADN, puisque pour les mémes doses de
rayonnement v, le nombre de cassures double brin de I’ADN est identique chez E. coli et D.
radiodurans (Gerard et al., 2001). En revanche, D. radiodurans est capable de reconstituer en
quelques heures, son génome a partir de centaines de fragments d’ADN (Figure 15), alors
que la plupart des micro-organismes, dont E. coli, sont incapables de tolérer plus de 2 ou 3

cassures double brin de I’ADN.

D. radiodurans

Post-irradiation
time (h)

0 12 3

UONBIPELIII]

(9) 29ppe]

Notl
digestion of
genomic DNA

DNA repair kinetics
after y— irradiation (6800 Gy)

Figure 15 : Cinétique de reconstitution du génome de D. radiodurans apres exposition
des cellules au rayonnement y (6.8 kGy), visualisée par le suivi du profil de digestion de
I’ADN par Notl par électrophorese en champ pulsé. Les cellules sont exposées a une dose
de 6.8 kGy de rayonnement y. Des échantillons de culture sont prélevés a différents
temps (0, 1, 2, 3 et 4 heures) d’incubation apres irradiation. L’ADN contenu dans des
cubes d’agarose est alors digéré par Notl et soumis a une électrophorese en champ pulsé.
Le premier puits correspond a de I’ADN provenant de cellules non irradiées.
Immédiatement apres irradiation, le génome est fragmenté et au bout de 2 heures, une
reconstitution totale du profil de digestion par Notl peut étre observée, suivie d’une
augmentation de la quantité d’ADN reflétant la reprise de la réplication (d'apres

(Confalonieri & Sommer, 2011)).

41



Les rayonnements y engendrent des dommages multiples de I’ADN (modification des
bases et des nucléotides, des cassures simple brin et double brin). Pour réparer les nucléotides
ou les bases endommagées par les agents génotoxiques, D. radiodurans possede des ADN
glycosylases qui interviennent dans le mécanisme de réparation par excision de base (BER),
une voie de réparation par excision de nucléotides (NER) dépendante de UvrABC et une voie
alternative dépendante de UVSE. Les cassures double brin de I’ADN, considérées comme les
plus déléteres et les plus difficiles a réparer, peuvent étre réparées chez D. radiodurans par
recombinaison homologue, par un mécanisme d’appariement simple brin des régions
complémentaires : SSA (single strand annealing) et un mécanisme d’appariement simple brin
dépendant d’une synthése massive d’ADN: ’ESDSA (extended synthesis dependent strand
annealing) (Slade & Radman, 2011).

1°) Réparation par excision de base : BER

Les rayonnements ionisants ainsi que les agents alkylants induisent des modifications
des bases de ’ADN, qui peuvent induire I’apparition de mutations dans le génome. Ces bases
modifiées doivent donc €tre rapidement éliminées du génome par un mécanisme de réparation
par excision de base qui protege la cellule des effets déléteres de ces traitements. Pour cela D.
radiodurans possede 12 ADN glycosylases, qui reconnaissent spécifiquement un type de base
modifiée. Par exemple, les bases alkylées sont reconnues par des AlkA glycosylases, I'uracile,

généré par déamination de la cytosine, est reconnu par une uracil-ADN glycosylase.

Les ADN glycosylases vont éliminer la base endommagée (Figure 16) par hydrolyse de la
liaison N-glycosidique entre la base et le désoxyribose et générer un site abasique (AP). Ce
site abasique est ensuite reconnu par une endonucléase spécifique, I’AP endonucléase, qui
clive le squelette sucre-phosphate et une phosphodiestérase élimine le désoxyribose, laissant
une breche dans la molécule d’ADN qui sera comblée par I’ADN polymérase I et/ou III et une

I’ADN ligase A (Slade & Radman, 2011).
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Figure 16 : Mécanisme de réparation par excision de base (BER) (image issue du site
https://image.slidesharecdn.com/dna-repair-by-ssolili-1212069443880000-9/95/dna-
repair-22-728.jpg?cb=1212044371).

2°) Réparation par excision de nucléotides: NER

D. radiodurans possede deux voies de réparation par excision de nucléotides : la voie
d’excision classique, UvrABC (semblable a celle de E. coli) et une voie alternative d’excision
UVDE (UV damage endonuclease), semblable a celle employée par Schizosaccharomyces
pombe (Minton, 1994; Moseley & Evans, 1983). Ces mécanismes sont impliqués dans
I’excision des dimeres de thymine, provoqués par 1’exposition au rayonnement UV, qui
engendrent des torsions et déformations de la double hélice d’ADN ainsi que des cassures

double brin de I’ADN.

- Dans la voie UvrABC décrite chez E. coli (Figure 17), deux molécules UvrA (protéine de
fixation a I’ADN ayant une activité ATPase) et une molécule UvrB, forment un complexe qui
reconnait les déformations de la double hélice de ’ADN. La double hélice de ’ADN va étre

localement dénaturée et « pliée » de 130 degrés grace a I’activité¢ hélicase d’UvrB. Apres la
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dissociation du dimere UvrA, I’endonucléase UvrC est recrutée et clive le brin endommagé a
deux sites différents : un premier a 7 nucléotides en 5’ de la 1ésion et un deuxieme a 3 ou 4
nucléotides en 3’ de la 1ésion. UvrB et UvrC sont ensuite dissociées et 1’hélicase UvrD,
agissant de maniere concertée avec I’ADN polymérase I, libere I’oligonucléotide de 12-13
nucléotides puis ’ADN polymérase I comble la bréche en utilisant le brin complémentaire
comme matrice et une ADN ligase catalyse la formation d’une liaison phosphoester entre les

extrémités d’ADN (Hoeijmakers, 1991; Kisker, Kuper & Van Houten, 2013).
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Figure 17: Mécanisme de réparation des dimeéres de thymine par excision de nucléotides
chez E. coli : voie UvrABC (image issue de https:/www.qiagen.com/us/shop/genes-and-
pathways/pathway-details/?pwid=391).

- Dans la voie UVDE, décrit chez S. pombe (Figure 18), I’endonucléase 3 UvsE reconnait les
déformations de la double hélice de I’ADN, se fixe au site de la 1ésion et clive en 5’ de la
lésion (McCready, Osman & Yasui, 2000). L’ADN polymérase 1 comble la breche,
I’extrémité 5> débordante est clivée par une endonucléase et une ADN ligase catalyse la

formation de la liaison phosphoester entre les extrémités d’ADN (Alleva et al., 2000).
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Figure 18: Mécanisme de réparation des diméres de thymine par excision de nucléotides
chez S. pombe: voie UVDE (Yonemasu et al., 1997).

D. radiodurans possede les homologues des protéines UvrA (dr1771 et drA0188), UvrB
(dr2275), UvrC (dr1354), UvrD (dr1775, dr1572) et de la protéine UvsE (dr1819) qui est une

endonucléase dépendante du manganese Mn** (Earl et al., 2002b).

Les études de Tanaka et al. (Tanaka et al., 2005), ont montré que chez D. radiodurans, les
simples mutants AuvrAl et AuvrA2 présentent, respectivement, une légere et aucune
diminution de la survie cellulaire au rayonnement UV comparé a la souche sauvage, et dans le
cas du simple mutant AuvsE, une diminution de la survie cellulaire n’est observée qu’a des
doses tres élevées de rayonnement UV (1500 J/m?). Par contre, I’absence des 2 genes uvrAl et
uvsE sensibilise fortement D. radiodurans au rayonnement UV, suggérant que les deux voies
de réparation par excision de nucléotides exercent des fonctions redondantes et peuvent se
substituer I’une et I’autre (Earl et al., 2002b). Par ailleurs, la délétion d’uvrA2 (drA0188) dans
les simples mutants AuvrAl, AuvsE ou dans le double mutant AuvrAl AuvsE n’augmente pas
la sensibilité au rayonnement UV, suggérant que la protéine UvrA2 ne joue pas un rdle

majeur dans la réparation des lésions par excision de nucléotide (Tanaka et al., 2005).
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Cependant, il a été constaté que chez le double mutant AuvrAl AuvsE, I’élimination des
dimeres de pyrimidines du génome n’était pas complétement abolie. De plus, le simple mutant
ArecA a une sensibilit¢é au rayonnement UV plus importante que le double mutant
AuvrAlAuvsE (Tanaka et al.,, 2005), ce qui suggere que chez D. radiodurans, la
recombinaison homologue joue également un rdle important dans la réparation de ’ADN

apres exposition des cellules au rayonnement UV.

3°) Le systeme de réparation des mésappariements

Le systeme de réparation des mésappariements (ou MMR pour mismatch repair) est
un mécanisme de reconnaissance et de réparation des mésappariements de I’ADN, qui permet
d’augmenter la fidélité de la réplication et de la recombinaison homologue. Chez E. coli, la
protéine MutS reconnait et fixe le mésappariement, puis la protéine MutL est recrutée et
active I’endonucléase MutH qui clive le brin néosynthétisé au niveau d’un site GATC en 5’
ou 3’ du mésappariement (Figure 19). Chez E. coli, le brin néosynthétisé est différenciable du
brin parental du fait qu’il n’est pas encore méthylé. L hélicase UvrD catalyse la séparation des
2 brins d’ADN, le brin matrice est protégé de la dégradation par les protéines SSB et le brin
néosynthétisé, portant le mésappariement, est dégradé par une exonucléase. L’ADN
polymérase III et une ADN ligase vont ensuite combler la bréeche d’ADN et catalyser la
formation de la liaison phosphoester entre les extrémités d’ADN (Joseph, Duppatla & Rao,

2006).
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Figure 19: Systeme de réparation des mésappariements décrit chez E. coli (D’aprés
Joseph et al, 2006).

D. radiodurans possede un systeme de réparation des mésappariements fonctionnel, composé
de 2 homologues du géne mutS: mutS1 et mutS2 (dr1039 et dr1976), 1 homologue de mutL
(dr1696) et 1 homologue d’uvrD (dr1775) (Mennecier et al., 2004). En revanche, aucun

homologue de mutH n’a été identifi¢ dans son génome.

La délétion de mutS1 ou mutlL chez D. radiodurans augmente d’un facteur 7 la fréquence
spontanée d’apparition de mutants [rifampicine®] (I’apparition de mutation spontanée a des

positions spécifiques dans le gene rpoB, altere la sous-unité § de I’ARN polymérase, ce qui la
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rend résistante a la rifampicine) et augmente d’un facteur 10 la fréquence de recombinaison
entre des ADN qui ne different que par une base (Mennecier et al., 2004), suggérant que les
protéines MutS1 et MutL sont requises pour inhiber la recombinaison illégitime et participent
donc au maintien de I’intégrité du génome chez D. radiodurans. En revanche, 1’inactivation
de mutS2 n’a pas d’effet sur la fréquence de mutagenese spontanée et de recombinaison
(Mennecier et al., 2004). L’absence de MutS1 ou MutL n’engendre pas d’augmentation de la
sensibilité aux rayonnements y, UV et au traitement a la mitomycine C, suggérant que le
systtme de réparation des mésappariements n’est pas essentiel a la reconstitution d’un

génome fonctionnel chez D. radiodurans (Mennecier et al., 2004).

4°) La recombinaison homologue

La recombinaison homologue est le mécanisme principal de réparation des cassures
double brin de I’ADN chez les bactéries (Wyman & Kanaar, 2006). Ce mécanisme de
réparation, tres fidéle, implique un échange de brin entre la molécule d’ADN endommagée et
un ADN homologue intact. L’existence de la recombinaison homologue a ¢ét¢ mise en
évidence pour la premiere fois chez D. radiodurans par Daly et Minton (Minton & Daly,

1995). Le mécanisme de recombinaison homologue se déroule en 4 étapes :

1) La recombinaison homologue débute par la reconnaissance des cassures double brin suivie
de la maturation des extrémités de I’ADN afin de générer des extrémités 3° simple brin
débordantes sur lesquelles la recombinase RecA se fixe pour former un nucléofilament. Chez
E. coli, ce processus est réalisé par deux complexes protéiques : la voie majoritaire RecBCD
(Dillingham & Kowalczykowski, 2008) et la voie alternative RecFOR (Horii & Clark, 1973;
Sakai & Cox, 2009). D. radiodurans ne possede pas d’homologue de la voie RecBCD (a
I’exception de RecD). En revanche, elle possede les homologues des protéines impliquées
dans la voie RecFOR : RecQ, RecJ, RecF, RecO et RecR et il a été démontré chez D.
radiodurans, que les simples mutants ArecF, ArecO ou ArecR sont autant radiosensibles que

le simple mutant ArecA (Bentchikou et al., 2010).
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Figure 20: Voies enzymatiques impliquées dans la maturation des extrémités d’ADN
(d’apres (Confalonieri, 2011)).

Dans la voie RecFOR chez E. coli, il a ét¢ démontré que I’hélicase RecQ 3’->5° permet

I’ouverture de la double hélice de ’ADN et que I’exonucléase RecJ 5’->3” est impliquée dans

la dégradation de I’extrémité 5 de I’ADN (Figure 20) (Kowalczykowski, 2000).

D. radiodurans possede 3 hélicases (UvrD, RecQ et RecD). Les cellules dépourvues de la
protéine RecQ ont une radiorésistance comparable a celle de la souche sauvage. En revanche,
I’absence de I’hélicase UvrD engendre une sensibilisation de D. radiodurans au rayonnement
vy et un retard important de la cinétique de réparation de ’ADN. Les doubles mutants
AuvrDArecQ et AuvrDArecD présentent la méme radiosensibilité que le simple mutant
AuvrD, suggérant que 1’hélicase UvrD joue un role majeur dans la maturation des extrémités

de I’ADN (Bentchikou et al., 2010). RecJ est la seule protéine chez D. radiodurans a posséder
une activité exonucléase 5’->3’. Bentchikou et al. (Bentchikou et al., 2010) ont également

montré que RecJ était une protéine essentielle a la viabilité cellulaire, ce qui suggere qu’elle

joue un role clé dans la maintenance du génome (Figure 20).

Chez D. radiodurans, I’ADN simple brin formé par la maturation des extrémités de I’ADN,
est ensuite recouvert par les protéines SSB et/ou DdrB, une protéine spécifique des
Deinococcaceae, afin de prévenir sa dégradation (Norais et al., 2009). La protéine DdrA,
également spécifique des Deinococcaceae, se fixe aux extrémités 3’ et les protegent de la

dégradation (Harris et al., 2004).
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Chez E. coli, les protéines RecF, RecO et RecR (Figure 20) vont ensuite reconnaitre les
jonctions entre I’ADN simple et double brin et induire la dissociation des protéines SSB
(et/ou DdrB dans le cas de D. radiodurans) des extrémités 3’ débordantes pour permettre le
chargement de la protéine RecA sur I’ADN simple brin (Morimatsu & Kowalczykowski,

2003).

2) L’étape suivante de la recombinaison homologue est la recherche d’homologie (Figure
21). Pour cela, les extensions 3’ simple brin, chargées de la protéine RecA, envahissent
I’ADN double brin homologue entrainant la formation d’un ADN hétéroduplex et de deux D-

loops (structure composée de 3 brins d’ADN).

3) Chez E. coli, les structures D-loops sont reconnues par [’hélicase PriA (Figure 21) qui va
permettre le chargement du réplisome sur les fourches de réplication et I’initiation de la
synthése d’ADN par extension des extrémités 3’ de I’ADN hétéroduplex, ce qui génere la
formation des jonctions de Holliday (structure composée de 4 brins d’ADN). Chez D.
radiodurans, la protéine PriA est dépourvue d’activité ATPase et d’ouverture de I’ADN, la
qualifiant de pseudohelicase (Lopper, Boone & Morrow, 2015). En revanche, PriA est
capable de fixer I’ADN et il a été démontré qu’elle interagissait physiquement avec I’hélicase
DnaB, suggérant que chez D. radiodurans, PriA joue également un role dans le chargement
du réplisome sur les fourches de réplication, via son interaction avec DnaB (Lopper et al.,

2015).

4) Chez E. coli, I’extension de ’ADN hétéroduplex, via la migration des jonctions de
Holliday, est catalysée par le complexe RuvABC (Figure 21) qui est impliqué dans la
migration, puis la résolution des jonctions de Holliday (Holliday, 1964). La résolution des
jonctions de Holliday génere la formation de 2 fourches de réplication convergentes, dont la
rencontre entrainera la terminaison de la réplication. Une ADN ligase comblera ensuite les
breches de I’ADN afin de finaliser le processus de réparation des cassures double brin de

I’ADN (Mawer & Leach, 2014).

D. radiodurans posséde les homologues des genes ruvA (dr1274), ruvB (dr0596) et ruvC
(dr0440), le mutant AruvB est sensible aux rayonnements y, UV et au traitement a la

mitomycine C (Kitayama et al., 1997)
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Figure 21: La recombinaison homologue chez E. coli (d’apres (Mawer & Leach, 2014)).

5°) Le SSA (Single Strand Annealing)

En 1996, Daly et son équipe (Daly & Minton, 1996) ont constaté que dans un mutant
ArecA, une partie des cassures de I’ADN était réparée aprés exposition au rayonnement y. Ces
observations suggéraient donc qu’un mécanisme de réparation de I’ADN, indépendant de
RecA, agit dans les premiers temps de la reconstitution du génome apres exposition de D.
radiodurans au rayonnement y. Le mécanisme proposé par ces auteurs est le single strand

annealing (SSA) (Figure 22), qui permet la réparation des cassures double brin de I’ADN,
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situées dans la méme région chromosomique de deux copies du méme chromosome. Apres
maturation des extrémités des fragments double brin d’ADN, les extrémités 3’ simple brin
débordantes vont s’apparier avec les séquences simple brin complémentaires situées sur un
autre fragment d’ADN et former une région d’ADN double brin. Une ADN polymérase et une

ADN ligase comblent ensuite les régions simple brin restantes.

Chez E. coli, il a ét¢ démontré que la protéine RecO stimule I’appariement des séquences
simple brin complémentaires (Kantake et al., 2002). Chez D. radiodurans, la protéine RecO
présente également une activité d’appariement simple brin (Makharashvili et al., 2004).
Cependant, cette activité est plus faible que celle de son homologue chez E. coli et la
cinétique de reconstitution du génome apres exposition au rayonnement v, du simple mutant
ArecO est comparable a celle du simple mutant ArecA, suggérant que RecO ne soit pas
impliquée dans un mécanisme, indépendant de RecA, de type SSA. Néanmoins, DdrA et
DdrB, deux protéines spécifiques des Deinococcaceae, semblent jouer un rdle important dans
la réparation des cassures double brin de I’ADN par SSA (Voir le paragraphe suivant C- Le

role des protéines spécifiques aux Deinococcaceae).
%K=

aturation of DNA ends

M

EN

l Protection of DNA ends
DdrA (and DdrB?)

Single-strand
annealing (SSA)

Annealing of l
complementary DdrB
sequences
——

DNA repair synthesis l Pol 1?

Figure 22: Principe du mécanisme de réparation de PADN par SSA (single strand
annealing). Les fragments d’ADN générés par les rayonnements y sont représentés en
noir ou rouge. Les lignes vertes indiquent ’ADN nouvellement synthétisé (d’apres
(Bouthier de la Tour et al., 2011)).
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6°) L’ESDSA, un mécanisme original chez D. radiodurans

D. radiodurans possede un mécanisme original, appelé ESDSA pour extended
synthesis-dependent strand annealing, jouant un rdle crucial dans la réparation des cassures
double brin de I’ADN. Comme pour le mécanisme de réparation de I’ADN par recombinaison
homologue, ’ESDSA nécessite la présence d’une copie intacte, en plus de la copie
endommagée. Son principe (Figure 23) repose sur la synthese massive d'ADN et
I’appariement des fragments complémentaires néosynthétisés. Apres maturation des
extrémités d’ADN double brin, les extrémités 3' simple brin débordantes sur lesquelles la
recombinase RecA forme un nucléofilament, envahissent la région homologue du fragment
chevauchant. Ce dernier servira de matrice, tandis que 'ADN simple brin invasif servira
d'amorce pour la synthése d’ADN, via les ADN polymérase I et III. Les longues extensions
d’ADN simple brin, formées lors de la migration de la D-loop, pourront ensuite s'apparier
avec d'autres extensions simple brin complémentaires, obtenues par un mécanisme similaire.
La reconstitution des chromosomes circulaires se fera ensuite par recombinaison homologue
entre les longs fragments engendrés par ’ESDSA (Zahradka et al., 2006). Les chromosomes
reconstitués sont alors composés d’un « patchwork » de régions présentes avant 1’exposition

au rayonnement y et de régions néosynthétisées lors de la réparation de I’ADN par ESDSA.
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SSB (and DdrB?) ati g
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Pol I/Pol 111 l Initiation of DNA synthesis
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Pol I/Pol 111 l RecA Extensive DNA synthesis
Formation of a second D-loop

B Vg

2 l A ling of the newly synthesized
single-stranded DNA extensions

Figure 23: Principe du mécanisme de réparation de ’ADN par ESDSA (extended
synthesis-dependent strand annealing) (d’aprés (Bentchikou et al., 2010; Bouthier de la
Tour et al., 2011)).
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7°) Le NHEJ chez D. radiodurans ?

Le NHEJ (non homologous end-joining) est un mécanisme de réparation des cassures
double brin de ’ADN, indépendant de RecA, qui ne nécessite pas la présence d’un fragment
homologue pour réparer la cassure double brin de ’ADN. C’est une voie de réparation
majeure chez les eucaryotes, qui récemment, a également été identifié chez plusieurs especes
bactériennes (M. tuberculosis, B. subtilis, P. aeruginosa) (Gong et al., 2005; Weller et al.,

2002; Zhu, Wang & Shuman, 2005).

La premiere étape (Figure 24) de ce processus est la reconnaissance et la fixation des cassures
double brin par ’homodimére Ku, qui recrute ensuite la protéine LigD (une protéine
multifonctionnelle composée a la fois d’un domaine polymérase, d’un domaine ligase et d’un
domaine nucléase). Le domaine polymérase de LigD fixe les extrémités 5’ phosphate et
induit, avec la protéine Ku, la juxtaposition des extrémités de I’ADN. Les activités nucléase et
polymérase de LigD permettent de maturer les extrémités et combler les bréches de I’ADN,
I’activité ligase de LigD permet de reformer les liaisons phosphoesters entre les extrémités de

I’ADN (Brissett & Doherty, 2009).

D. radiodurans ne posséde pas d’homologue des protéines Ku et il n’y a aucune évidence

expérimentale de I’existence d’un mécanisme de type NHEJ chez cet organisme.

54



BI!!!WIIQH"‘.M e N

$KubindsDNA
BEEEE & T W
e ' vy

lKu recruits LigD
TTTT] ﬁ |?1|\ EI;‘_" =

iSynapsis and resection

l Nick ligation

1 Ol 5 O O O

Figure 24 : Mécanisme de réparation de ’ADN par NHEJ décrit chez les procaryotes
(d’aprés (Brissett & Doherty, 2009)).

55



C- Le role des protéines spécifiques aux Deinococcaceae

Les systemes de réparation de I’ADN de D. radiodurans ne semblent pas étre plus
complexes que ceux identifiés chez des especes radiosensibles comme E. coli ou Shewanella
oneidensis (Daly, 2009; Daly et al., 2004; Makarova et al., 2001; Makarova et al., 2007) et
chez D. radiodurans, les mutants lourdement impactés dans la réparation de ’ADN (ApolA,
ArecA, ArecO) peuvent étre totalement complémentés (ApolA/polAgc) ou partiellement
complémentés (ArecA/recAgc ou ArecO/recOgc) par les génes homologues de E. coli
(Gutman et al., 1994; Schlesinger, 2007; Xu et al., 2008). C’est pourquoi il a été suggéré que
certaines protéines spécifiques aux Deinococcaceae, pourraient jouer un role clé dans la
réparation de I’ADN (Griffiths & Gupta, 2007). Par ailleurs, les analyses transcriptomiques
(Tanaka et al., 2004), ont mis en évidence I’induction de 72 génes aprés exposition de D.
radiodurans au rayonnement y. Les 5 génes les plus fortement induits sont des génes
spécifiques aux Deinococcaceae (ddrA, ddrB, ddrC, ddrD et pprA) et leur délétion (AddrA,
AddrB, ApprA) a permis de mettre en évidence leur rdle crucial dans la radiorésistance de D.

radiodurans (Tableau 1 et Figure 25).

Facteur d’induction de
I’expression

Tableau 1: Les genes ddrA, ddrB, ddrC, ddrD et pprA sont les 5 genes les plus fortement
induits apres 1 h d’exposition de D. radiodurans au rayonnement y (3 kGy).
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Figure 25: Courbe de survie apreés exposition au rayonnement y de la souche sauvage et
des mutants (AddrA, AddrB, AddrC, AddrD, ApprA et ArecA) de D. radiodurans (adapté de
(Tanaka et al., 2004)).

1°) La protéine PprA

Le gene pprA (pleiotropic protein promoting DNA repair A, drA0346) est unique aux
Deinococcaceae. Les études de Tanaka M. et de ses collaborateurs ont montré que
I’expression du geéne pprA est induite d’un facteur 15 apres exposition des cellules au
rayonnement y et que le mutant ApprA est trés sensible aux agents endommageant I’ADN tels
que les rayonnements y (Figure 25), UV ou la mitomycine C (a une dose de 9 kGy, 100J/m?
le mutant ApprA est respectivement 1000 et 8 fois plus sensible que la souche sauvage)
(Narumi et al., 2004; Selvam et al., 2013; Tanaka et al., 2004). Les études in vitro de Narumi
et al. (Narumi et al., 2004) montrent que la protéine PprA fixe préférentiellement I’ADN
ayant des cassures double brin, inhibe la dégradation de I’ADN par I’exonucléase III de E.
coli et stimule I’activité ligase de ’ADN ligase de E. coli, conduisant les auteurs a suggérer
que la protéine PprA pourrait jouer un rdle dans la réparation de I’ADN par un mécanisme de
type NHEJ, en agissant comme une protéine Ku-like. Cependant, ce mécanisme n’a pas
encore été démontré in vivo chez D. radiodurans. Des études plus récentes (Devigne et al.,

2013) ne soutiennent pas cette hypothese. En effet, il a ét¢ démontré que le double mutant
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ArecA ApprA est aussi radiosensible que le simple mutant ArecA (Tanaka et al., 2004) et il a
également ét¢ démontré que les cinétiques tres lentes de réparation de I’ADN, d’un simple
mutant ArecA et du double mutant ArecA ApprA sont comparables, ce qui suggere que PprA
ne joue pas un role clé dans la réparation de I’ADN par un mécanisme RecA indépendant de

type NHEJ ou SSA (Devigne et al., 2013).

Dans le mutant ApprA, le génome (Figure 26 B) est reconstitué efficacement apres exposition
des cellules au rayonnement y (3,8 kGy), mais un retard de la réparation de ’ADN d’environ
1h est observé en comparaison avec la souche sauvage (Devigne et al., 2013). Les études du
laboratoire ont ¢galement montré que le mutant ApprA n’est pas affecté dans la synthese
massive d’ADN, mise en place lors de la réparation des cassures double brin de I’ADN par le

mécanisme ESDSA (Figure 26 A) (Devigne et al., 2013).
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Figure 26: Analyses de la synthese d’ADN et de la cinétique de réparation des cassures
double brin de ’ADN dans la souche sauvage, les simples mutants ApprA et ArecA et le
double mutant ArecA ApprA apres exposition des cellules au rayonnement y (3,8 kGy)
(d’apreés (Devigne et al., 2013)). A) Analyse du taux de synthése d’ADN a différents
temps apres exposition des cellules au rayonnement y dans la souche sauvage et le
mutant ApprA. Les cellules sont incubées en présence de thymidine tritiée CH) pendant
15 min afin de mesurer le taux de synthése global de I’ADN aprés que les souches soient
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exposées (cercles noirs) ou non (cercles blancs) au rayonnement y (3,8 kGy). B)
Cinétique de reconstitution du génome de la souche sauvage, des simples mutants ApprA
et ArecA et du double mutant ArecA ApprA apres exposition des cellules au rayonnement
v (3,8 kGy), visualisée par le suivie du profil de digestion de ’ADN par Notl par
électrophorese en champ pulsé. Des échantillons de culture sont prélevés a différents
temps (0, 1, 2, 3, 4, 22 ou 26 heures) d’incubation aprés irradiations. Le puit appelé pré-
irradiation correspond a de I’ADN provenant de cellules non irradiées.

Par ailleurs, des expériences d’immunolocalisation (Figure 27) montrent qu’apres exposition
au rayonnement y (3.8 kGy), la protéine PprA est localisée dans le nucléoide. Elle est ensuite
retrouvée au niveau du septum de division (2h apres irradiation) puis sous forme d’un fin

filament entre les cellules filles (3h apres irradiation) (Devigne et al., 2013).

30 min after 1 hour after 2 hours after 3 hours after
Non irradiated irradiation irradiation irradiation irradiation

Figure 27: Immunolocalisation de la protéine PprA-HA chez D. radiodurans apres
exposition au rayonnement y (3.8 kGy). Les cellules exprimant la protéine PprA-HA ont
été exposées au rayonnement y et incubées avec des anticorps anti-HA puis des anticorps
secondaires couplés au FITC (vert). Les nucléoides sont marqués avec du DAPI (bleu).
PprA est localisée a) sous forme de foci dans le nucléoide ou b) en travers du septum de
division. Barre d’échelle: 5 pm (d’apres (Devigne et al., 2013)).

Les analyses au microscope a épifluoresence (Figure 28), montrent qu’en conditions
standards la morphologie des cellules du mutant ApprA est identique a celle de la souche
sauvage en revanche, 7h apres 1’exposition des cellules au rayonnement vy, 1’absence de PprA
engendre la formation de cellules ayant une morphologie anormale (90%) (cellules anucléées,
défauts de ségrégation de ’ADN et/ou cellules élargies). Des expériences de double hybride
réalisées chez E. coli avec des protéines de D. radiodurans, ont montré que PprA interagit
avec les 4 protéines ParA identifiées dans le génome de D. radiodurans (Maurya et al., 2016).
L’ensemble de ces données suggerent que la protéine PprA est impliquée dans la ségrégation

et/ou la division cellulaire apres exposition au rayonnement y (Devigne et al., 2013).
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Figure 28: Morphologie des cellules sauvages et du mutant ApprA observées au
microscope a épifluorescence avant et apres exposition au rayonnement y (3.8 kGy)
(D’aprés (Devigne et al., 2013)).

La recherche des interactants physiques de PprA, par des expériences de co-
Immunoprécipitation avec des extraits protéiques issus de cellules irradiées, a permis de
montrer que la protéine PprA interagit avec les sous-unités A et B de I’ADN gyrase (Devigne

et al., 2016; Kota, Charaka & Misra, 2014a).

D. radiodurans possede 2 genes codant les deux sous-unités de ’ADN gyrase (gyrA: dr1913
et gyrB: dr0906) et un gene toplA (dr1374) codant la topoisomérase IA, en revanche aucun
géne codant pour ’ADN topoisomérase IV et ’ADN topoisomérase III n’a été identifié.
L’ADN gyrase de D. radiodurans possede, in vitro, des activités de décaténation et de

surenroulement négatif de I’ADN (Devigne et al., 2016).

0 5 10 ng/mL de novobiocine

107 102 107 104 105 10" 102 10* 104 105 10" 102 103 10* 10°
wild type
ApprA

0 10 20 ng/mL d’acide nalidixique

10 102 103 104 10% 107 102 10% 104 105 10" 102 107 10* 10%
wild type
ApprA

Figure 29: Tests de sensibilité aux inhibiteurs de ’ADN gyrase (novobiocine et acide
nalidixique). Des dilutions sérielles des cultures du mutant ApprA et de la souche
sauvage sont déposées sur un milieu TGY agar en présence ou non de novobiocine (5 ou
10 ng/mL) ou d’acide nalidixique (10 ou 20 pg/mL) (d’aprés (Devigne et al., 2016)).
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Le mutant ApprA est trés sensible aux inhibiteurs de I’ADN gyrase (novobiocine et acide
nalidixique) (Figure 29) (Devigne et al., 2016; Kota et al., 2014b) et il a été démontré in vitro
que la protéine PprA n’influence pas I’activité de surenroulement négatif de I’ADN gyrase
mais stimule 1’activité¢ de décaténation de ’ADN gyrase (Figure 30). L’ensemble de ces
données suggere que PprA, via son interaction physique et fonctionnelle avec I’ADN gyrase,
est impliquée dans la ségrégation des chromosomes apres exposition des cellules au

rayonnement y (Devigne et al., 2016).
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Figure 30: Test d’activité de surenroulement négatif et de décaténation de I’ADN.
L’ADN gyrase de D. radiodurans est reconstituée en incubant les sous-unités GyrA et
GyrB en quantité équimolaire. A) De ’ADN plasmidique pHOT relaché est incubé avec
des concentrations croissantes d’ADN gyrase. L’effet de PprA sur Dactivité de
surenroulement de I’ADN gyrase est analysé en incubant ’ADN plasmidique en
présence de 8 nM d’ADN gyrase et de concentrations croissantes de PprA. B) De ’ADN
encaténé (kDNA: kinetoplast DNA), qui est retenu dans les puits du gel d’agarose, a été
préalablement incubé avec des concentrations croissantes de ’ADN gyrase. L’effet de
PprA sur Dactivation de décaténation de PADN gyrase est analysé en incubant 4nM
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d’ADN gyrase avec du kKDNA en présence de concentrations croissantes de PprA. SC:
ADN surenroulé, R: ADN relaché, MC: minicercles, CI: intermédiaires de décaténation
(d’aprés (Devigne et al., 2016)).

2°) La protéine DdrA

La délétion de ddrA (DNA damage response gene A: dr0423) sensibilise D.
radiodurans aux agents génotoxiques (Figure 25) (rayonnement y, mitomycine C) (Tanaka et
al., 2004) et engendre une dégradation massive de I’ADN apres exposition au rayonnement v,
empéchant la reconstitution de son génome en absence de nutriments (Harris et al., 2004). Le
double mutant ArecA AddrA est plus radiosensible que le simple mutant ArecA, suggérant que
DdrA agit dans un mécanisme de réparation de I’ADN indépendant de RecA (Harris et al.,
2004). Les analyses bioinformatiques montrent que la protéine DdrA est un homologue de la
protéine eucaryote Rad52 et des expériences in vitro, montrent que DdrA fixe ’ADN simple
brin avec une affinité importante pour les extrémités 3’ simple brin et les protegent de la
dégradation par les nucléases (Harris et al., 2004). L’ensemble de ces données démontrent
que la protéine DdrA est un acteur majeur dans la réparation de I’ADN et le maintien de
I’intégrit¢ du génome chez D. radiodurans, et suggerent que DdrA intervient dans la
protection de I’ADN, via son role dans la protection des extrémités simple brin générées par
I’irradiation. Il1 a également été proposé que DdrA assure le maintien des substrats de
recombinaison, en particulier en présence d’un grand nombre de cassures de ’ADN qui
pourrait rendre la concentration de RecA limitante (Jolivet et al., 2006). Jolivet E. et ses
collaborateurs, ont montré que 1’absence de DdrA, dans un contexte cellulaire oit RecA est en
quantité limitante, augmente significativement la sensibilité au rayonnement y comparé au
simple mutant AddrA alors que la surexpression de RecA, dans un contexte AddrA restaure en
partie la radiorésistance d’un simple mutant AddrA, suggérant que la polymérisation de RecA
sur I’ADN simple brin puisse les protéger de la dégradation ou alors, que la réparation rapide
des cassures en présence de concentration élevée de protéine RecA ne nécessite plus la

protection des intermédiaires de recombinaison par DdrA (Jolivet et al., 2006).

3°) La protéine DdrB

Comparé a la souche sauvage, le mutant AddrB (DNA damage response gene B:
dr0070) est treés sensible aux fortes doses de rayonnement y (Figure 25) (Tanaka et al., 2004).
La protéine DdrB forme une structure pentamérique particuliere (Norais et al., 2009) en forme

d’anneau et possede les caractéristiques des protéines SSB (single-strand DNA binding
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protein) (Sugiman-Marangos & Junop, 2010), avec une structure cceur stable ayant de
I’homologie avec le domaine OB-fold (oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold domain),
qui est impliqué dans la fixation de I’ADN simple brin (Murzin, 1993) et une région flexible
au niveau du domaine C-terminal finissant par le motif EETPF, qui est trés similaire au motif
DDIPF conservés dans les protéines SSB (Norais et al., 2009). Chez E. coli et B. subtilis,
cette région C-terminale est essentielle pour le recrutement a I’ADN des protéines du
métabolisme de I’ADN (Shereda et al., 2008). Chez D. radiodurans, la délétion du domaine
C-terminal de DdrB ne sensibilise pas les cellules au rayonnement vy, suggérant qu’il ne joue
pas un rdle crucial dans le recrutement des protéines de réparation de I’ADN au niveau des

1ésions de I’ADN (Bouthier de la Tour et al., 2011).

Les expériences de retard sur gel et de microscopie électronique montrent que DdrB fixe
spécifiquement I’ADN simple brin, en le recouvrant sous une forme similaire a un collier de
perles (Norais et al., 2009). L’ADN simple brin étant plus susceptible d’étre dégradé par les
nucléases que I’ADN double brin, il a été proposé que la protéine DdrB, en couvrant I’ADN
simple brin, permette de le protéger de la dégradation et participe ainsi au maintien de
I’intégrité du génome apres exposition des cellules au rayonnement y (Bouthier de la Tour et

al., 2011; Norais et al., 2009; Xu et al., 2010).

Contrairement aux autres protéines SSB, DdrB stimule in vitro I’appariement des fragments
d’ADN simple brin complémentaires (Xu et al., 2010), suggérant que DdrB intervienne dans
le mécanisme de réparation de I’ADN par SSA. Cette hypothese est renforcée par les résultats
de Tanaka et al. (Tanaka et al., 2004), qui montrent qu’a une dose de 260 Gy, le double
mutant AddrB ArecA est 50 fois plus sensible au rayonnement y que le simple mutant ArecA.
De plus, le suivi de la cinétique de réparation du génome apres exposition au rayonnement vy
montre que la lente réparation des cassures double brin de ’ADN observé chez le simple
mutant ArecA est totalement abolie chez le double mutant ArecAAddrB, suggérant que la
protéine DdrB joue un rdle majeur dans un mécanisme de réparation RecA-indépendant, a
savoir la réparation des cassures de I’ADN par SSA (Xu et al., 2010). La réparation des
cassures double brin de I’ADN est retardée de 1h dans un mutant AddrB par rapport a une
souche sauvage et il a été¢ suggéré qu’un mécanisme de réparation de I’ADN de type SSA
puisse intervenir précocément afin de réduire le nombre de petits fragments d’ADN avant
I’initiation de leur réparation par ESDSA ou recombinaison homologue (Bouthier de la Tour
et al.,, 2011; Xu et al., 2010). En effet, des expériences d’immunolocalisation montrent

qu’apres exposition des cellules de D. radiodurans au rayonnement vy, la protéine DdrB est
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induite et recrutée au nucléoide avant la protéine RecA, suggérant que le mécanisme de
réparation de ’ADN par SSA soit impliqué dans les premiéres étapes de la réparation des
cassures double brin de I’ADN chez D. radiodurans (Basu & Apte, 2012; Bouthier de la Tour
etal., 2011; Xu et al., 2010).

De plus, 1’étude de Bouthier et al. (Bouthier de la Tour et al., 2011) a également mis en
évidence le rdle essentiel de DdrB lors de la transformation plasmidique chez D. radiodurans
afin de reconstituer a partir de fragments d’ADN simple brin, un ADN plasmidique circulaire
double brin par appariement simple brin (voir paragraphe précédent D- D. radiodurans, une

bactérie naturellement transformable).

4°) La protéine DdrC

La délétion du gene ddrC (A2G07_003810) a un faible effet, en comparaison avec la
souche sauvage, sur la survie cellulaire apres exposition des cellules au rayonnement y ou a la
mitomycine C (Figure 25, Tanaka et al., 2004). En revanche, il a ét¢ démontré que la délétion
de ddrC augmente la sensibilité au rayonnement y du mutant ArecA (Tanaka et al., 2004). De
plus, la délétion de ddrC augmente la sensibilité au rayonnement y et UV du simple mutant
AddrB (Selvam et al., 2013; Tanaka et al., 2004). Ces données suggerent que DdrC
pourraient, dans certains contextes génétiques, jouer un rdle important dans les mécanismes

de réparation de I’ADN chez D. radiodurans (Selvam et al., 2013, Tanaka et al., 2004).

Tres récemment, une étude (Bouthier de la Tour et al., 2017) menée au laboratoire et a
laquelle j’ai participé, a caractérisé in vitro et in vivo la protéine DdrC afin de mieux
comprendre sa fonction biologique dans les cellules irradiées. Cette étude a montré que la
protéine DdrC est rapidement induite et recrutée au nucléoide apreés exposition de D.
radiodurans au rayonnement y (5 kGy). Nous avons démontré que I’induction de 1’expression
de DdrC était dépendante de la métalloprotéase IrrE et du répresseur transcriptionnel DdrO.
Des expériences in vitro ont montré que la protéine DdrC fixe ’ADN simple et double brin
avec une préférence pour I’ADN simple brin. De plus, DdrC protege I’ADN de la dégradation
par les nucléases, stimule I’appariement des fragments d’ADN simple brin complémentaires
et induit la circularisation d’'un ADN plasmidique linéaire. Des analyses par microscopie
électronique a transmission ont également montré que la protéine DdrC condense I’ADN. Il a
par ailleurs été démontré que le mutant AddrC est 10 fois plus sensible que la souche sauvage
a Iexposition des cellules 2 une dose de 750 J/m?® et que ’absence de DdrC augmente

significativement la sensibilité au rayonnement UV des mutants AuvrA ou AuvsE (a une dose
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de 500 J/m?, le double mutant AddrCAuvsE est 50 fois plus sensible que le mutant AuvsE et 2
une dose de 750 J/m?, le double mutant AddrCAuvrA est 10 fois plus sensible que le simple

mutant AuvrA).

L’ensemble de ces données montre que DdrC est une nouvelle protéine de fixation a I’ADN,
qui contribue a la réparation des dommages de I’ADN, en limitant la dégradation massive de
I’ADN et la dispersion des extrémités des fragments d’ADN aprés exposition a de fortes

doses de rayonnements vy ou UV ((Bouthier de la Tour et al., 2017) en annexe).
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D- La structure compacte du nucléoide

L’observation par microscopie a ¢épifluorescence (Figure 31), montre que les
nucléoides des organismes radiorésistants (D. radiodurans, D. grandis, D. murrayi, D.
radiopugnans, D. geothermalis, Rubrobacter radiotolerans...) sont plus compacts que ceux
des organismes radiosensibles (E. coli, Thermus aquaticus) dans lesquels ’ADN est plus
diffus dans la cellule. Par ailleurs, la structure compacte du nucléoide de D. radiodurans est

maintenue apres exposition des cellules a une dose de 5 kGy (Zimmerman & Battista, 2005).

Il a donc été proposé que la structure compacte du nucléoide de D. radiodurans puisse
contribuer a la radiorésistance de cette bactérie. En effet, la structure compacte du nucléoide,
pourrait éviter la dispersion des fragments d’ADN aprés irradiation afin de faciliter la mise en
ceuvre des mécanismes de réparation de I’ADN (Levin-Zaidman et al., 2003; Zimmerman &

Battista, 2005).

Levin-Zaidman S. et ses collaborateurs ont émis 1’hypothése que la forme en anneau du
nucléoide soit la clé de la radiorésistance de D. radiodurans (Levin-Zaidman et al., 2003), en
revanche cette hypothese est controversée étant donné les analyses de microscopie par
épifluorescence de Zimmerman J. et Battista J. qui ont montré que la forme en anneau du
nucléoide n’est pas observée chez plusieurs organismes radiorésistants (D. radiopugnans, D.
geothermalis...) (Figure 31), ce qui suggere que la forme du nucléoide en anneau observée
chez D. radiodurans, D. radiophilus, D. grandis, D. murrayi..., ne soit pas essentielle a la

radiorésistance (Zimmerman & Battista, 2005).
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D. radiodurans D. grandis D. murrayi D. radiopugnans

.

D. geothermalis  R. radiotolerans E. coli I aquaticus

Figure 31: Structure du nucléoide des espéces radiorésistantes (D. radiodurans, D.
grandis, D. murrayi, D. radiopugnans, D. geothermalis, Rubrobacter radiotolerans) et des
especes radiosensibles (E. coli et T. aquaticus). Les membranes sont marquées avec du
FM4-64 (rouge) et les nucléoides avec du DAPI (bleu) (adapté de (Zimmerman &
Battista, 2005)).

Chez les procaryotes, les nucléoides sont organisés et compactés par un réseau
d’interaction entre les protéines associées au nucléoide, que I’on appelle les NAPs (nucleoid-
associated proteins), les protéines de la famille SMC (structural maintenance of chromosome)
et les ADN topoisomérases. Chez E. coli, 12 NAPs ont été identifiées : la protéine histone-
like HU (heat-unstable protein), DnaA (DNA-binding protein A), les protéines IHF
(integration host factor), la protéine H-NS (heat-stable nucleoid-structuring protein), la
protéine Fis (factor for inversion stimulation), la protéine Lrp (leucine-responsive regulatory
protein), les protéines CbpA et CbpB (curved DNA-binding protein A and B), la protéine Hfq
(host factor for phage Q), la protéine IciA (inhibitor of chromosome initiation A), les
protéines Dps (DNA protection during starvation) et la protéine StpA (suppressor of td
phenotype A) (Azam & Ishihama, 1999). Parmi ces protéines NAPs, D. radiodurans possede
seulement un homologue de la protéine DnaA (dr0002), de la protéine histone-like HU
(drA0065) et 2 protéines homologues a la protéine Dps de E.coli : Dpsl (dr2263) et Dps2
(drB0092) (Toueille et al., 2012). D. radiodurans possede également 3 protéines appartenant
a la famille SMC dont le role est expliqué dans le chapitre 2°).
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Chez E. coli, des études ont montré que la protéine histone-like HU et les protéines Dps ont
un rdle important dans la compaction du nucléoide (Drlica & Rouviere-Yaniv, 1987; Frenkiel-
Krispin et al.; Kim et al., 2004b; Rouviere-Yaniv, Yaniv & Germond, 1979). Chez D.
radiodurans, la protéine HU est essentielle a la survie cellulaire en conditions standards et sa
déplétion progressive entraine une décondensation et un fractionnement en plusieurs entités
du nucléoide suivie de la mort de la cellule (Nguyen et al., 2009). La délétion des deux genes
dps (AdpslAdps2) n’altere ni la compaction du nucléoide, ni la radiorésistance de D.
radiodurans (Nguyen et al., 2009). In vitro, la protéine Dpsl fixe ’ADN avec une affinité
élevée et favorise la compaction de I’ADN (Bhattacharyya & Grove, 2007; Reon et al., 2012).

Wang et al. (Wang et al., 2012), ont identifié, chez D. radiodurans, un nouveau membre des
protéines NAPs, le gene dr0199 (un orthologue d’EbfC, une nouvelle protéine découverte
chez Borrelia burgdorferi, fixant ’ADN double brin de maniére non spécifique (Riley et al.,
2009). La délétion du gene dr0199 sensibilise D. radiodurans aux rayonnements y, UV et au
stress oxydant généré par 1’H,0O, (lorsque les cellules sont exposées a une dose de 10 kGy,
100 J/m? ou 50 mM d’H,0,, le mutant Adr0199 est respectivement 6, 8 et 10 fois plus
sensible que la souche sauvage). La protéine Dr0199 est localisée au niveau du nucléoide et
des expériences, in vitro, montrent que Dr0199 est une protéine de fixation a I’ADN, qui
protege ’ADN de I’action des radicaux hydroxyles et de la dégradation par la DNase 1. De
plus, il a été démontré que Dr0199 diminue 1’action de relachement de la topoisomérase I sur
de I’ADN plasmidique surenroulé, suggérant que cette protéine joue un rdle dans
I’organisation de I’ADN et la structure de la chromatine (Wang et al., 2012).

Alors que D. radiodurans et D. deserti possedent un nucléoide compact, comparé aux autres
especes bactérienne, ils ne semblent posséder qu'une faible variété de protéines NAPs. Une
approche protéomique a été réalisée dans le but d’identifier d’éventuelles nouvelles protéines
impliquées dans la condensation du nucléoide chez D. radiodurans et D. deserti (Toueille et
al., 2012). La protéine HU et les sous-unités A et B de I’ADN gyrase ont été identifiées
comme étant les protéines majeures associ€ées au nucléoide de ces 2 especes de
Deinococcaceae et aucune protéine spécifique aux Deinococcaceae n’a été détectée. Il a donc
été proposé que la structure compacte du nucléoide résulte de I’absence des autres protéines
NAPs qui pourraient moduler I’activit¢é de condensation de la protéine HU et de ’ADN
gyrase. En effet, D. radiodurans et D. deserti sont dépourvus de protéine Fis. Chez E. coli, il
a été démontré que la diminution de la concentration de la protéine Fis est impliquée dans la

condensation du nucléoide en phase stationnaire. De plus, il a ét€ démontré chez E. coli que la
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protéine Fis réprime I’expression des geénes gyrA, gyrB et topA (Ohniwa et al., 2006). En
absence de Fis, I’ADN gyrase et I’ADN topoisomérase I modifient la topologie de I’ADN ce
qui résulte en une condensation du nucléoide.

Par ailleurs, une autre étude (de la Tour et al., 2013) visant a identifier les protéines recrutées
au nucléoide apreés exposition au rayonnement y, a montré que les protéines impliquées dans
la réparation de I’ADN (SSB, les sous-unités A et B de ’ADN gyrase, I’ADN topoisomérase
I, RecA, UvrA, RecQ, DdrA, DdrB et DdrD) sont retrouvées en quantité plus importante dans
le nucléoide de D. radiodurans et de D. deserti apres irradiation.

Enfin il avait été supposé que les 4 & 10 copies du génome de D. radiodurans soient
pré-alignées afin de faciliter la recherche d’homologie lors de la réparation de I’ADN par
recombinaison homologue ou par ’ESDSA (Minton, 1994; Minton & Daly, 1995).

Afin de tester cette hypothese, la localisation de 3 locus du chromosome I, a été analysée par
des expériences de microscopie a épifluorescence, avant et apres exposition des cellules au
rayonnement y. Ces expériences ont démontré qu’avant irradiation, les 4 a 8 copies du
chromosome 1 ne sont pas pré-alignées mais dispersées dans le nucléoide, réfutant ainsi
I’hypothese du pré-alignement des chromosomes pour faciliter la réparation de I’ADN. Apres
irradiation, 1’organisation du nucléoide est modifiée avec un alignement transitoire des loci
dans les temps tardifs de la réparation de ’ADN et un retard de la ségrégation du locus Ter a

été constaté (Passot et al., 2015).
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3°) Régulation de la réponse au stress chez D. radiodurans

Comme décrit précédemment, la radiorésistance de D. radiodurans implique de nombreux
mécanismes incluant des systémes efficaces de réparation de I’ADN, une structure compacte
du nucléoide, des systemes de protection contre le stress oxydant et la présence des protéines
spécifiques aux Deinococcoceae, qui jouent un rdle clé dans la radiorésistance. Un des enjeux
actuel est de décrypter les réseaux de régulations impliqués dans les réponses cellulaires mises
en place chez D. radiodurans pour faire face a un stress génotoxique et identifier ainsi
I’ensemble des acteurs contribuant a sa radiorésistance. Les analyses transcriptomiques
montrent que D. radiodurans induit I’expression de nombreux geénes (72 genes a une dose de

3 kGy) en réponse au rayonnement y, ce qui résulte en un changement global du profil

d’expression des genes de D. radiodurans (Tanaka et al., 2004).

A- Les régulateurs transcriptionnels

Parmi la centaine de geénes annotés en tant que régulateurs transcriptionnels chez D.

radiodurans, seulement quelques-uns d’entre eux ont été caractérisés.

1°) LexAl et LexA2: une réponse SOS chez D. radiodurans ?

Chez E. coli, le systtme SOS est régulé par 2 protéines clés : RecA et LexA. En
conditions standards, le répresseur transcriptionnel LexA réprime I’expression des génes du
régulon SOS. Apres un stress génotoxique, les cellules subissent des 1ésions de I’ADN, ce qui
induit un blocage de la réplication de I’ADN. La protéine RecA forme un nucléofilament sur
I’ADN simple brin engendré par 1’arrét local de la réplication, ce qui active son activité co-
protéase qui stimule D’activité auto-protéolytique du répresseur LexA. La protéine LexA
clivée devient non fonctionnelle, ce qui conduit a la dérépression du régulon SOS comprenant
une quarantaine de geénes impliqués dans la réparation de I’ADN (uvrAB, recA, recN, recQ,

ruvABC...) (Butala, Zgur-Bertok & Busby, 2009; Kreuzer, 2013; Little & Mount, 1982).

Le génome de D. radiodurans contient 2 homologues du geéne lexA, lexAl (drA0344) et lexA2
(drA0074). L’alignement des séquences protéiques montre que, comme LexA de E.col,
LexAl et LexA2 sont composés d’un domaine de fixation a ’ADN en N-terminal et d’un
domaine C-terminal impliqué dans la réaction d’auto-clivage. L’alignement des séquences
protéiques des protéines LexA de E. coli, B. subtilis et D. radiodurans indique que le site de

clivage Ala-Gly (acides aminés 83 et 84 dans LexA de D. radiodurans) et les deux acides
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aminés Ser119 et Lys158 localisés dans le site catalytique sont conservés entre ces 3 protéines
(Narumi et al., 2001). L’introduction de mutation Gly84 ->Asp84 ou Lys158->Argl158 dans la
protéine LexAl de D. radiodurans empéche son autoclivage stimulé par RecA (Jolivet et al.,
2006). Comme chez E. coli, RecA stimule in vitro 1’activité¢ auto-protéolytique de LexAl et
LexA2 (Narumi et al., 2001; Satoh et al., 2006), il a été démontré qu’apres exposition des
cellules au rayonnement y (6,8 kGy), la concentration de LexAl diminue d’un facteur 10

(Jolivet et al., 2006).

Contrairement a E. coli, LexAl et LexA2 ne participe pas a la régulation de I’expression de
la protéine RecA, suggérant que leurs rdles chez D. radiodurans soient différents de celui de

LexA de E.coli (Bonacossa de Almeida et al., 2002; Narumi et al., 2001; Sheng et al., 2004).

L’absence de LexA1 ne diminue pas significativement la radiorésistance de D. radiodurans ni
la cinétique de réparation de I’ADN apres exposition des cellules au rayonnement y (Narumi
et al., 2001; Sheng et al., 2004). En revanche, la délétion de lexAl provoque une agrégation
des cellules, suggérant que LexAl contrdle 1’expression de génes impliqués dans la division
cellulaire (Bonacossa de Almeida et al., 2002). Les études de Satoh et al. (Satoh et al., 2006),
ont montré que le simple mutant AlexA2 et le double mutant AlexAl AlexA2 sont plus
radiorésistants que la souche sauvage. Ils ont par ailleurs démontré, qu’en comparaison avec
la souche sauvage, 1’activité du promoteur du gene pprA est augmentée d’un facteur 1,5 apres
exposition au rayonnement y dans un mutant AlexA2. Une approche protéomique montre
qu’en conditions standards, LexA2 joue un rdle dans la régulation positive ou négative de
I’expression de génes impliqués dans le métabolisme et le transport des carbohydrates, des
lipides, des ions inorganiques, dans les mécanismes de transcription, traduction et le

métabolisme des protéines (Sheng et al., 2004).

2°) OxyR et OxyR;, deux régulateurs transcriptionnels senseurs du stress oxydant

Les bactéries ont développé des systemes pour détecter et se protéger contre le stress
oxydant. Chez E. coli, des études ont mis en évidence le role crucial de la protéine OxyR
comme protéine senseur des ROS. OxyR est un régulateur transcriptionnel appartenant a la
famille LysR. Le peroxyde d’hydrogene active OxyR, en induisant la formation d’un pont
disulfure entre 2 résidus cystéines conservés (C199 et C208) (Lee et al., 2004; Zheng, Aslund
& Storz, 1998). La forme oxydée d’OxyR est ensuite responsable de I’induction de

I’expression des systemes de défense contre le stress oxydant (catalase katG, thioredoxine,
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glutathione réductase...). L’ensemble des genes contrdlés par OxyR est appelé le régulon

OxyR, il comprend une trentaine de genes (Storz & Imlay, 1999).

D. radiodurans posséde 2 homologues de la protéine OxyR: OxyR (dr0615) et OxyR,
(drA0336). Les études de Chen et Yin et leurs collaborateurs ont montré que les protéines
OxyR et OxyR, jouent un rdle important dans la réponse au stress oxydant chez D.
radiodurans (Chen et al., 2008; Yin et al., 2010). En effet, la délétion du géne oxyR ou oxyR,
entraine une augmentation importante de la sensibilité au peroxyde d’hydrogene et il a été
démontré qu’en comparaison avec la souche sauvage, les simples mutants AoxyR et AoxyR,
accumulent une concentration intracellulaire de ROS plus importante. Dans le double mutant
AoxyR AoxyR, tous les phénotypes sont plus accentués (augmentation de la sensibilité au
peroxyde d’hydrogéne, augmentation de la concentration intracellulaire de ROS, en
comparaison avec les simples mutants), démontrant que les 2 protéines (OxyR et OxyR;)
peuvent se substituer 1’'une de 1’autre. Les protéines OxyR et OxyR, sont également
impliquées dans 1’augmentation de 1’activité catalase globale apres traitement des cellules au
peroxyde d’hydrogene (Chen et al., 2008; Yin et al., 2010). Contrairement a la plupart des
homologues OxyR déja étudiés, la comparaison des séquences protéiques montre qu’une
seule des 2 cystéines conservées (C208) est retrouvée dans les protéines OxyR et OxyR; et les
expériences de mutagenese dirigée confirment que les cystéines C208 d’OxyR et OxyR; sont
également des cystéines senseurs chez D. radiodurans, jouant un role crucial dans 1’activation

d’OxyR et OxyR; apres traitement des cellules au peroxyde d’hydrogene.

Chez D. radiodurans, les analyses transcriptomiques et de RT-qPCR montrent que 280 genes
sont régulés de maniere directe ou indirecte par OxyR. Apres traitement des cellules au
peroxyde d’hydrogene, OxyR est impliquée dans I’induction de 1’expression du gene codant la
catalase katE, des geénes impliqués dans le transport du fer (drB0125, dr1219...) et de
plusieurs N-acétyltransférases dont le role dans la protection contre le stress oxydant a déja
été démontré chez Saccharomyces cerevisiae (Du & Takagi, 2007). OxyR est également
impliquée dans la répression de 1’expression des genes dps, et des genes impliqués dans le

transport du manganese (mntH) (Chen et al., 2008).

Dans un mutant AoxyR,, apres traitement des cellules au peroxyde d’hydrogéne, les auteurs
ont constaté, une diminution de 1’expression de 2 flavoprotéines (dr0970, dr0971) et de genes
impliqués dans le transport du fer (dr1219...). Les flavoprotéines sont considérées comme des
sources majeures génératrices des ROS via la chaine respiratoire (Ghosal et al., 2005), il a
donc été proposé que la diminution de ’expression des 2 flavoprotéines pourrait étre une
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réponse compensatoire a I’augmentation des ROS intracellulaires dans le mutant AoxyR,. De
plus, il a également été constaté dans le mutant AoxyR, en réponse a une augmentation de la
concentration en peroxyde d’hydrogéne, une diminution de 1’expression de plusieurs genes
impliqués dans le transport des électrons (NADH déshydrogénase, cytochrome oxydase...),
ce qui permettrait également de maniere indirecte de diminuer la production de ROS

endogenes via la chaine respiratoire (Chen et al., 2008; Yin et al., 2010).

3°) Les protéines Dr2539 et Dr0865 sont impliquées dans I’homéostasie des ions
Mn2+/Fe2+
Le rdle crucial des ions manganese Mn** dans la détoxification des ROS, a été

démontré chez D. radiodurans (Leibowitz, Schwartzberg & Bruce, 1976). Les ions Mn2+, en
plus de leur rdle dans la protection contre le stress oxydant, sont des cofacteurs essentiels de
plusieurs enzymes, cependant des concentrations trop importantes d’ions Mn** peuvent étre
toxiques pour la cellule. En effet, chez Bacillus stearothermophilus, il a ét¢ démontré qu’un
excés d’ions manganése Mn”* perturbe 1’homéostasie du calcium et inhibe la synthése des
ARN et des protéines (Cheung H.-Y. , 1982), c¢’est pourquoi I’homéostasie du manganéese doit
étre controlée. Chez D. radiodurans, 2 types de transporteurs du manganese ont été
identifiés : un transporteur de la famille NRAMP (natural resistance associated macrophage
protein) (MntH: Dr1709), des transporteurs de type ABC (ATP binding cassette) (Dr2283,
Dr2284, Dr2523) et une pompe a efflux du manganese (MntE: Dr1236) a également été
décrite (Ul Hussain Shah et al., 2014). Chez les bactéries E. coli et B. subtilis, pour maintenir
I’homéostasie des ions Mn** et Fe**, I’absorption du mangan@se et du fer est contrdlée par des
régulateurs transcriptionnels de la famille DtxR (diphtheria toxin repressor) ou Fur (ferric
uptake repressor) (Glasfeld et al., 2003; Patzer & Hantke, 2001). D. radiodurans possede 2
régulateurs transcriptionnels : Dr2539 (une protéine de la famille DtxR) et Dr0865 (une
protéine de la famille Fur), L’implication de ces 2 régulateurs transcriptionnels (Dr2539 et
Dr0865) dans le maintien de 1’homéostasie des ions Mn?**/Fe’" a été démontré chez D.
radiodurans (Chen et al., 2010b; Liu et al., 2014; Sun et al., 2012; Ul Hussain Shah et al.,
2014).

Le mutant Adr2539 ne présente pas de défaut de croissance en conditions standards de
culture. En revanche, comparé a la souche sauvage, il est 6 fois plus résistant a une
concentration de 50 mM de peroxyde d’hydrogeéne, suggérant que Dr2539 est un régulateur
négatif des génes impliqués dans la réponse au stress oxydant. Les analyses transcriptomiques

et de RT-qPCR, montrent qu’en conditions standards, Dr2539 régule I’expression de 117
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geénes, impliqués dans le transport et le métabolisme des ions, des acides aminés et des
carbohydrates. L’expression de 53 geénes est diminuée et 1’expression de 64 genes est
augmentée dans un mutant Adr2539 en comparaison avec la souche sauvage. Dr2539 régule
négativement 1’expression de deux transporteurs du manganese: Dr2283, Dr2284, de la
catalase KatE (Dr1998) et des protéines spécifiques aux Deinococcaceae, impliquées dans la
réparation de I’ADN (DdrB, DdrC, PprA...). Dr2539 active également 1’expression de
Dr1219 et Drb0125, deux transporteurs du fer. Il a été proposé que Dr2539 differe des autres
protéines de la famille DtxR, en agissant comme un régulateur positif et négatif, impliqué
dans la régulation négative des génes du transport du manganese et dans la régulation positive

des genes du transport du Fer (Chen et al., 2010b).

En comparaison avec la souche sauvage, dans laquelle la concentration des ions Fe®* est 3 fois
plus élevée que celle des ions Mn?*, la concentration des ions Fe** est seulement 2 fois plus
élevée que celle des ions Mn”* dans le mutant Adr2539 (Chen et al., 2010b), suggérant que
Dr2539 joue un role important dans I’homéostasie du manganese et du fer chez D.

radiodurans.

L’étude de Sun et ses collaborateurs, a montré que Dr2539 peut étre activée in vivo et in vitro
par la présence des ions Mn?*, ce qui lui permet de se fixer spécifiquement au promoteur du

transporteur de manganese mntH (dr1709) pour réprimer son expression (Sun et al., 2012).

Chez D. radiodurans, une protéine Fur a été identifiée, Dr0865. Le mutant Adr0865 est
sensible aux rayonnements y, UV et au traitement par le peroxyde d’hydrogéne (Ul Hussain
Shah et al., 2014). Par ailleurs, la délétion de dr0865 provoque de séveres défauts de
croissance, qui sont encore plus prononcés, quand des ions Mn** sont ajoutés au milieu de
culture. La comparaison de la concentration intracellulaire des ions Mn®" montre que le
mutant Adr0865 accumule une concentration d’ions Mn** 3 fois plus élevée que la souche
sauvage, suggérant que le géne dr0865 limite I’import des ions Mn>* ou augmente leur export
de la cellule. Un changement significatif des concentrations intracellulaires des ions Fe’*,
Cu’* et Zn”* a également été constaté dans le mutant Adr0865 suggérant que Dr0865 n’est pas
seulement impliquée dans la régulation de I’homéostasie des ions Mn>*, mais influence aussi
I’assimilation d’autres ions. Des analyses transcriptomiques (RNA seq) montrent qu’en
présence de fortes concentrations de MnCl, (20 mM), 563 genes sont dérégulés dans le
mutant Adr0865, 60 % de ces genes sont impliqués dans le transport et le métabolisme des
ions inorganiques, ou des nucléotides ou des genes impliqués dans la transcription de I’ADN
(Ul Hussain Shah et al., 2014). Dr0865 est impliquée de maniere directe ou indirecte, dans
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I’induction de I’expression de mntE (dr1236) codant une pompe a efflux du manganese et
réprime I’expression de 3 genes codant des transporteurs du manganese (dr2283, dr2284,
dr2523). Ces analyses ont également mis en évidence qu’en présence de forte concentration
de MnCl, (20 mM), 12 genes codant des protéines connues pour générer des ROS endogenes
(cytochromes, flavoprotéines, des protéines a centre fer-soufre et des enzymes dépendantes du
NADH ou NADPH...) sont réprimés dans le mutant Adr0865 et le systeme toxine-antitoxine
MazE-MazF est induit, suggérant que le mutant Adr0865 réduirait la croissance cellulaire et la
production de ROS endogenes pour compenser la sensibilité au manganese (Ul Hussain Shah
et al., 2014). Sun et al. (Sun et al., 2012) ont montré par des expériences de retard sur gel que
Dr0865 se fixe aux promoteurs des genes codant des transporteurs du manganese de type

ABC (dr2283, dr2284, dr2523).

4°) Le répresseur transcriptionnel DdrQO et la métalloprotéase IrrE

Récemment, le répresseur transcriptionnel DdrO, de la famille XRE (xenobiotic response
element), a été identifié comme étant impliqué, en conditions standards, dans la répression de
I’expression des genes ayant en amont de leur séquence codante, un motif RDRM (radiation
dessiccation response motif) qui correspond a une séquence palindromique de 17 pb (Figure
32) (Devigne et al., 2015; Ludanyi et al., 2014; Makarova et al., 2007; Wang et al., 2015;
Bouthier de la Tour et al., 2017). L’ensemble des genes ayant le motif RDRM est appelé le
régulon RDR (radiation dessiccation response). L’existence de ce régulon est commune a
plusieurs especes de Deinococcaceae dont D. geothermalis, D. deserti (de Groot et al., 2009;

Makarova et al., 2007).

Chez D. radiodurans, une vingtaine de genes posseéde le motif RDRM en amont de leur
séquence codante et il a été démontré qu’en I’absence de stress génotoxique, DdrO réprime
I’expression de genes impliqués dans la réparation de I’ADN (recA, ssb, gyrA, uvrB, recQ ...)
et des genes spécifiques aux Deinococcaceae (ddrA, ddrB, ddrC, ddrO, pprA,...) (Figure 33)
(Bouthier de la Tour et al., 2017; Devigne et al., 2015; Ludanyi et al., 2014; Wang et al.,
2015).
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Figure 32: Séquence logo déterminée a partir des 24 genes ayant le motif RDRM chez D.
radiodurans (Makarova et al., 2007).

Le régulateur transcriptionnel DdrO, possede en N-terminal, un motif de fixation a I’ADN de
type hélice-tour-hélice. Les expériences de retard sur gel et de ChiP-PCR confirment que
DdrO se fixe aux 21 régions promotrices ayant le motif RDRM (recA, ssb, gyrA, uvrB, recQ,
ddrA, ddrB, ddrC, ddrO, pprA...) et la délétion du motif RDRM des régions promotrices des
genes recA, ddrO, ddrB, pprA, ddrA, ssB et recQ, entraine in vitro la perte de la fixation de
DdrO (Wang et al., 2015). De plus, il a ét€ démontré in vivo, que ’introduction de mutations
dans le motif RDRM en amont de la séquence codante du gene ddrB, induit son expression de
maniere constitutive, démontrant également que le motif RDRM exerce un role clé dans la

régulation de I’expression du gene ddrB (Devigne et al., 2015).

Il a par ailleurs été démontré que la protéine IrrE également appelée Pprl (dr0167) joue un
role crucial dans la régulation de la réparation des dommages de I’ADN et dans la protection
des protéines contre I’oxydation (Earl et al., 2002a; Hua et al., 2003). En effet, le mutant de
délétion AirrE est I’un des mutants les plus sensibles aux rayonnements y, UV et au traitement
des cellules a la mitomycine C. Les analyses transcriptomiques montrent qu’apres exposition
au rayonnement vy, le mutant AirrE présente une perte de I’induction de nombreux genes
impliqués dans la réparation de I’ADN (recA, pprA, gyrA, uvrB, ssb, ddrC et ddrD) (Hua et
al., 2003). Il a également été¢ démontré que ce mutant présentait une réduction de I’activité des
catalases A et B. La protéine IrrE est composée de trois domaines : un domaine Zinc
peptidase, un domaine central de fixation a I’ADN et un domaine senseur de type GAF
(cGMP-specific phosphodiesterases, adenylyl cyclases and transcription factor FhlA)
(Vujicic-Zagar et al., 2009).
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Figure 33: Description des principales voies régulatrices impliquées dans la
radiorésistance chez D. radiodurans. Apreés exposition des cellules au rayonnement v,
IrrE, dont le mécanisme d’activation est inconnu, clive le répresseur DdrO (qui en
absence de stress génotoxique, réprime les genes ayant un motif RDRM en amont de
leur séquence codante) et permet I’induction de I’expression des génes ddrB, pprA, gyrA.
recA etc (Devigne et al., 2015; Ludanyi et al., 2014). En parallele, apres exposition des
cellules au rayonnement v, le régulateur de réponse (RR) DrRRA, induit ’expression de
recA, pprA, des enzymes antioxydantes (catalases, superoxyde dismutase...) (Wang et al.,
2008).

Il a été démontré chez D. deserti et D. radiodurans, qu’aprés exposition des cellules au
rayonnement vy, la métalloprotéase IrtE clive le répresseur DdrO entre la leucine 106 et
I’arginine 107 pour D. deserti et la leucine 108 et ’arginine 109 pour D. radiodurans ce qui
provoque son inactivation et la dérépression des genes du régulon RDR (Figure 33) (Ludanyi
et al., 2014; Wang et al.,, 2015). Chez D. radiodurans, il a ét¢ démontré que la perte
progressive de DdrO induit I’expression de 8 génes du régulon RDR (ddrA, ddrB, ddrC, ssB,
recA, recQ, pprA) (Bouthier de la Tour et al., 2017; Devigne et al., 2015; Wang et al., 2015).
Une fois que tous les dommages engendrés par les rayonnements y sont réparés, le clivage de
DdrO par IrtE cesse, la concentration intracellulaire de DdrO augmente et les genes
appartenant au régulon RDR sont a nouveau réprimés (Devigne et al., 2015; Wang et al.,

2015).

Chez D. radiodurans, il a également été proposé qu’en cas d’endommagement massif de
I’ADN, empéchant la réparation rapide des lésions, ’induction prolongée des genes contrdlés
par DdrO engagerait les cellules vers une mort cellulaire de type apoptotique. En effet, il a été

démontré que le géne ddrO est un gene essentiel et sa déplétion progressive provoque une

78



désorganisation du nucléoide, une fragmentation de ’ADN et la formation de vésicules
membranaires a 1’extérieur de la cellule, qui sont les caractéristiques d’une cellule bactérienne
en apoptose-like, suggérant ainsi que DdrO régule négativement les genes impliqués dans le

déclenchement de ce mécanisme d’apoptose-like (Devigne et al., 2015).

La protéine IrrE est exprimée de maniere constitutive dans la cellule (Gao et al., 2006), le
processus d’activation d’IrrE en réponse au rayonnement y n’a pas encore été identifié, mais il
a été montré chez D. radiodurans, in vitro que le clivage de DdrO par IrrE était dépendant de
la présence des ions manganese, suggérant que la variation de concentration des ions
manganese puisse activer la protéine IrrE en réponse au rayonnement y (Wang et al., 2015).
Chez D. deserti (Ludanyi et al., 2014), il a été proposé que 1’activité métalloprotéase de IrrE
soit régulée par la disponibilité dans la cellule, des ions zinc. In vitro, 1’adition des ions zinc
suffit & induire 1’activité protéase de IrrE et le clivage de DdrO (Blanchard et al., 2017). Des
analyses protéomiques (de Groot et al., 2009) ont montré que la protéine IrrE est faiblement
exprimée et qu’en conditions standards, la plupart du zinc intracellulaire est lié aux protéines
les plus fortement exprimées, ce qui limite la disponibilité du zinc pour IrrE. 1l a été supposé
que I’exposition des cellules au rayonnement y ou a la dessiccation, induit un stress oxydant,
ce qui résulte d’une libération rapide des ions zinc fixés par les cystéines des protéines
cellulaires, ce qui augmente la disponibilit¢é du zinc, qui peut se fixer et activer la

métalloprotéase IrrE.

6°) IrrI (Dr0171)

Les analyses bioinformatiques montrent qu’lrrl possede un domaine de fixation a
I’ADN de type HTH, et aucun homologue n’a été identifi¢é dans les autres especes
bactériennes suggérant que c’est un régulateur transcriptionnel spécifique aux
Deinococcaceae (Makarova et al., 2001). Des expériences de localisation par microscopie a
épifluorescence montrent que la protéine IrrI-GFP est induite et recrutée au nucléoide apres
exposition des cellules au rayonnement y (6 kGy) (Lu et al., 2011). Le gene irrl est induit
uniquement apres exposition des cellules a des doses importantes de rayonnement y (15 kGy)
pour lesquelles les dommages cellulaires sont trés nombreux (Liu et al., 2003; Tanaka et al.,
2004). La délétion de irr]l augmente la sensibilité de D. radiodurans aux agents génotoxiques
(rayonnements y, UV et au stress oxydant généré par le peroxyde d’hydrogene). En
comparaison avec la souche sauvage, un retard dans la reconstitution du génome est constaté

dans le mutant Airrl, suggérant que la protéine Irrl soit impliquée dans la réponse au stress
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chez D. radiodurans pour surmonter les effets 1étaux des agents génotoxiques (Lu et al.,
2011; Udupa et al., 1994). Les analyses transcriptomiques montrent qu’en comparaison avec
la souche sauvage, la délétion de irrl n’entraine pas de changement significatif du profil
transcriptomique en conditions standards, en revanche apreés exposition des cellules au
rayonnement y (6 kGy), ’expression de 153 genes est significativement diminuée dans un
mutant Airrl (Lu et al., 2011). Ces genes sont impliqués dans le métabolisme et la réparation
de I’ADN, la traduction, le métabolisme cellulaire, les modifications post-traductionnelles, la
transduction du signal et 81 génes codent pour des protéines de fonction inconnue (Lu et al.,

2011).

7°) Les facteurs sigma chez D. radiodurans

L’¢tude de I’ARN polymérase et des facteurs o associés, responsables de la
reconnaissance des promoteurs, montre que D. radiodurans possede un facteur sigma majeur
o™ qui posséde une forte homologie avec le facteur 6’ de E. coli, et 3 facteurs o alternatifs
(codés par sigl: dr0180, sig2: dr0804 et dr2482). L’expression de sigl et dr2482 augmente
significativement apreés exposition des cellules au rayonnement y (15 kGy) (Liu et al., 2003).
Des études ont montré que les facteurs sigma Sigl et Sig2 sont impliqués dans la réponse au

choc thermique chez D. radiodurans.
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B- Les systemes a deux composants

Les bactéries sont capables de percevoir et de s’adapter a des changements
environnementaux en utilisant les systemes a deux composants. Ces systemes de transduction
de signal sont constitués de deux composants (Figure 34): une protéine histidine kinase
« senseur », ancrée dans la membrane et un régulateur de réponse. Le domaine senseur de
I’histidine kinase est généralement localisé dans le milieu extracellulaire, mais peut également
étre situ¢ dans la membrane ou dans le cytoplasme dans le cas ou I’histidine kinase capte des
perturbations membranaires ou des signaux intracellulaires. Les stimuli sont captés par le
domaine N-terminal senseur de I’histidine kinase, qui provoque 1’auto-phosphorylation d’un
résidu histidine dans le domaine catalytique C-terminal. Puis le groupement phosphate est
transféré au régulateur de réponse. Le régulateur de réponse contient deux domaines, un
domaine receveur contenant un résidu aspartate qui recoit le groupement phosphate et un
domaine effecteur. Dans la majorité des régulateurs de réponse, le domaine effecteur est un
domaine de fixation a I’ADN, mais il peut également s’agir d’un domaine de fixation a
I’ARN, a un ligand ou a une protéine. Le transfert du groupement phosphate au régulateur de
réponse, provoque un changement conformationnel de ce régulateur qui libere le domaine
effecteur et permet au régulateur de réponse d’exercer son role de régulateur au niveau

transcriptionnel, post-transcriptionnel ou post-traductionnel (Zschiedrich, Keidel & Szurmant,

2016).

signal

Histidine kinase senseur P
D: Asp

H: His
P: phosphate

Régulateur de réponse

réponse

Figure 34: Principe du mécanisme d’action des systémes a deux composants.

81



23 genes codant des histidines kinases et 25 génes codant des régulateurs de réponses putatifs
ont été identifiés dans le génome de D.radiodurans (Makarova et al., 2001). Afin d’analyser
I’implication des systémes a deux composants dans la régulation de la réponse cellulaire chez
D. radiodurans pour surmonter les effets 1étaux des agents génotoxiques, les simples mutants
de 12 histidines kinases ont été construits et caractérisés : 5 de ces mutants (dr0860, dr1174,
dr1556, dr2244 et dr2419) ont une diminution d’au moins un facteur 10 de la survie cellulaire
aprés exposition des cellules au rayonnement vy, 3 de ces mutants (dr1174, dr1227, dr2244)
sensibilisent D. radiodurans au rayonnement UV, 3 (dr0860, dr2416, dr2419) sont sensibles
aux dommages engendrés par la mitomycine C et 2 (dr2416 et dr2419) sont sensibles au
stress oxydant généré par le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Im et al., 2012). Ces résultats
suggerent que les histidines kinases jouent un rdle important dans la réponse aux stress chez

D. radiodurans.

Des études sur le role du régulateur de réponse DrRRA (dr2418) et le systeme a deux

composants : RadS/RadR (drB0090/drB0091) ont été entreprises chez D. radiodurans.

1°) Le régulateur de réponse DrRRA

DrRRA joue un rdle important dans la radiorésistance chez D. radiodurans. Cette
protéine est un régulateur de réponse, appartenant a la famille OmpR/PhoB (Liu et al., 2012).
Il contient un domaine receveur bien conservé en N-terminal, avec [’acide aspartique
hautement conservé en position 54, site prédit de phosphorylation, et un domaine effecteur de
fixation a I’ADN en C-terminal, mis en évidence, par des expériences de retard sur gel, par la
fixation spécifique de DrRRA au promoteur du gene ddrl, un régulateur transcriptionnel de la
famille CRP/FNR (Wang et al., 2008). Des études cristallographiques de la protéine DrRRA
suggerent qu’apres la phosphorylation du domaine receveur, un changement conformationnel
de la protéine se produit, permettant la libération du domaine effecteur et la fixation de
DrRRA aux promoteurs des génes dont il contrdle 1I’expression (Liu et al., 2012).

Le mutant AdrRRA est tres sensible au rayonnement y et au peroxyde d’hydrogéne H,O,. 1l
est également sensible au rayonnement UV et a la dessiccation (le mutant AdrRRA est
respectivement 50 fois, 5 fois et 10 fois plus sensible que la souche sauvage apreés exposition
des cellules & une concentration de 25 mM de peroxyde d’hydrogéne, 750 J/m* de
rayonnement UV et aprés 50 jours d’incubation dans un dessiccateur avec un taux d’humidité
inférieur a 5%) (Wang et al., 2008). A une dose de 2 kGy, le mutant AdrRRA est 100 fois plus

sensible que la souche sauvage et un retard de la cinétique de réparation de I’ADN est observé
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(Wang et al., 2008). La comparaison du profil transcriptomique du mutant AdrRRA et de la
souche sauvage montre que de nombreux genes sont dérégulés en ’absence de DrRRA en
condition normale ou apres exposition au rayonnement y. En particulier, la délétion de drRRA
entraine une réduction de I’expression de genes impliqués dans la réparation de I’ADN (recA,
uvrA, uvrB, uvrC, uvrD...), de génes spécifiques aux Deinococceaceae (pprA, ddrC, ddrN,
ddrE, ddrP...) et de génes impliqués dans la protection contre le stress oxydant tels que ceux
codant les catalases: dr1998, drA0259 et drA0146, les superoxides dismutases: dr1279 et
dr1546, la peroxydase: drA0145, la thioredoxine: dr0944 et la ferritin/Dps-like: dr2263
(Figure 33) (Wang et al., 2008), mais rien ne prouve que ces genes soient directement régulés

par DrRRA.

L’histidine kinase senseur a I’origine de 1’activation de DrRRA par phosphorylation n’a pas
encore été identifiée. Le gene dr2419, codant une histidine kinase putative, est localisé juste
en aval du gene drRRA (dr2418), formant un opéron potentiel incluant un 3™ gene (dr2420)
codant lui aussi pour un régulateur de réponse putatif. Cependant, le mutant Adr2419 est
moins sensible que le mutant AdrRRA au rayonnement vy, suggérant que le régulateur de

réponse DrRRA pourrait étre régulé par plusieurs histidines kinases (Wang et al., 2008).

2°) Le systeme a deux composants RadS/RadR

Un régulateur de réponse putatif codé par le mégaplasmide MP1 (RadR: drB0091) a
été identifié, parmi un pool de protéines fixant ’ADN, comme étant induit en réponse au
rayonnement y (Desai et al., 2011). RadR est localisé en amont de drB0090, codant pour une
histidine kinase putative, RadS. Les simples mutants AradR et AradS sont trés sensibles au
rayonnements y, UV et présentent un retard de la cinétique de réparation de I’ADN (pour une
dose de 8 kGy, les mutants AradR et AradS sont 100 fois plus sensibles au rayonnement y que
la souche sauvage) (Desai et al., 2011; Im et al., 2012). Des expériences in vitro, ont mis en
évidence, I’autophosphorylation de RadS et le transfert du phosphate au régulateur de réponse
RadR. Cette étude suggere que le systtme a deux composants RadS/RadR joue un role
important dans la réponse aux rayonnements y et UV, cependant les cibles de RadR n’ont pas

encore été identifiées (Desai et al., 2011).
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C- Régulation post-transcriptionnelle

1°) Les petits ARN non codants

Les analyses transcriptomiques ont montré que chez D. radiodurans, I’exposition au
rayonnement y induit un changement important du profil d’expression des geénes. D’autres
études transcriptomiques (Luan et al., 2014) ont montré que ’exposition de D. radiodurans
au rayonnement y n’engendre pas uniquement I’induction de I’expression d’ARNs messagers
mais aussi celle d’ARNs non codants (ncRNAs), incluant des ARNSs antisens et des ARN de
transfert qui peuvent moduler la traduction des ARNm. Les ARN non codants (ncARNSs),
d’une taille de 21 a 400 nucléotides, sont des régulateurs post-transcriptionnels, jouant un role
essentiel dans la réponse aux changements environnementaux (Dutta & Srivastava, 2018;
Gottesman & Storz, 2011). L’exposition au rayonnement y engendre environ 0.005 cassures
double brin/ Gy/Mb d’ADN (Cox & Battista, 2005; Minton, 1994). Il a donc été proposé que,
de par leur petite taille, les genes exprimant des ncARNSs soient plus épargnés des dommages
liés au rayonnement y. 199 ncARNs potentiels ont été identifiés dans le génome de D.
radiodurans, dont 8 ont un changement d’expression aprés exposition des cellules au
rayonnement y (15kGy), ce qui suggeére qu’ils pourraient jouer un rdle dans la réponse
cellulaire mise en place chez D. radiodurans pour surmonter les effets létaux des agents
génotoxiques (Tsai et al., 2015). Des études futures seront nécessaires pour déterminer leurs

roles et leurs cibles.
2°) PprM

PprM (pleiotropic protein promoting DNA repair M, dr0907) appartient a la famille
Csp (cold shock protein). La protéine PprM possede 2 motifs de fixation aux ARNSs et 4 sites
de fixation a ’ADN (Li et al., 2017; White et al., 1999). E. coli possede 9 protéines de la
famille Csp, impliquées dans ’adaptation aux températures basses, la croissance cellulaire et
la phase stationnaire (Graumann & Marahiel, 1998; Trun & Johnston, 2003). Les protéines
Csp sont des protéines chaperonnes des ARN, dont le rdle est de prévenir la formation de
structures secondaires qui conduiraient a la terminaison prématurée de la transcription.
L’absence de pprM sensibilise D. radiodurans au rayonnement y, & la dessiccation et au
peroxyde d’hydrogene (Zeng et al., 2017) suggérant I’implication de la protéine PprM dans la
réponse au stress engendrée par des agents endommageant I’ADN. Des analyses par Western-

immunoblot montrent qu’en conditions standards, dans le mutant ApprM, le niveau
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d’expression de la protéine PprA est comparable a celui observé dans la souche sauvage apres
exposition au rayonnement y, ce qui suggere que la protéine PprM est impliquée dans la
répression de 1’expression de PprA en conditions standards. Le double mutant ApprA ApprM
est significativement plus radiosensible que les simples mutants ApprA ou ApprM, suggérant
que PprM régule I’expression d’autres protéines importantes pour la radiorésistance (Ohba et

al., 2009).

Compar¢ a la souche sauvage, le mutant ApprM accumule une concentration intracellulaire de
ROS 2 fois plus importante en conditions standards et 4 fois plus importante apres exposition
des cellules a une dose de 2 kGy de rayonnement y (Zeng et al., 2017) et 1’activité catalase
globale est diminuée de 40 % comparée a celle de la souche sauvage. Les analyses par RT-
gPCR de Jeong et al. (Jeong et al., 2016), ont montré, que PprM est nécessaire a 1I’expression
de la catalase katE (dr1998) en conditions standards. Il a par ailleurs ét¢ démontré que PprM
réprime 1’expression de dtxR et perR, codant 2 régulateurs négatifs de katE. Récemment, il a
ét¢ démontré que le mutant ApprM, présente également une diminution de 1’expression du
gene dps (drB0092) et de 3 genes (crtl: drO861, crtB: dr0862, et crtO: dr0093) impliqués dans
la biosynthese de la deinoxanthine, un caroténoide impliqué dans la résistance contre le stress
oxydant chez D. radiodurans (Zeng et al., 2017). L’ensemble de ces données suggere que

PprM joue un rdle dans la réponse au stress oxydant chez D. radiodurans.

Récemment, une autre étude a montré que la délétion des domaines de fixation a I’ARN de
PprM cause des défauts de croissance en conditions standards, inhibe totalement la croissance
cellulaire a 15°C (Li et al., 2017) et sensibilise D. radiodurans a I’exposition au rayonnement
UV, a la mitomycine C et a H,O,. L’ensemble de ces données suggere que PprM, via ses
domaines de fixation a ’ARN, joue un rdle important dans la réponse au stress chez D.

radiodurans.

Enfin, des expériences de retard sur gel montrent que PprM est capable de se fixer a la région

5> UTR de son propre ARNm pprM, suggérant qu’il s’autorégule (Li et al., 2017).

85



D- L’implication des sérines thréonines kinases

La régulation de I’expression des genes et de 1’activité des protéines, suite a un stress
génotoxique, implique également 1’action des protéines kinases. En effet I’implication des
sérines thréonines kinases dans la phosphorylation des protéines de réparation de I’ADN est
couramment observée chez les eucaryotes. Chez D. radiodurans, il a également été constaté
que le niveau de protéines phosphorylées augmentait significativement apres exposition des
cellules au rayonnement y (Kamble et al., 2010). Les études de Rajpurohit et al. (Rajpurohit,
Desai & Misra, 2013; Rajpurohit & Misra, 2013) ont montré que la délétion du gene rqkA
(dr2518), codant pour une sérine thréonine kinase, augmente fortement la sensibilité de D.
radiodurans au rayonnement y et induit un changement du profil d’expression de genes
impliqués dans le métabolisme, dans la réponse au stress, dans la transduction de signal ainsi
que des genes codant des protéines de fonction inconnue apres exposition des cellules au
rayonnement y. Le géne rqkA est induit 15 fois apres exposition des cellules au rayonnement y
(6 kGy) (Rajpurohit & Misra, 2010) suggérant que cette sérine thréonine kinase joue
également un rdle important dans la réponse au stress chez D. radiodurans. Les sérines
thréonine kinases phosphorylent les protéines ayant dans leur séquence protéique, le motif de
phosphorylation suivant X-X-S/T-G-X ou XooooTX(X/V)$(P/R)I dans lequel T est le site
phospho-accepteur, $ un résidu hydrophobe, o un résidu acide et X n’importe quel acide
aminé. Des analyses bioinformatiques ont permis de mettre en évidence la présence de ces
motifs dans plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme de ’ADN (HU, LexA, PprA,
RecF, RecR, UvrA, UvrC, ParBl...) (Rajpurohit & Misra, 2013). Il a par ailleurs été
démontré que RgkA était capable de phosphoryler PprA et que la phosphorylation de PprA
augmentait, in vitro, sa capacité de fixation a ’ADN et son activité de stimulation de I’activité
de ’ADN ligase (Rajpurohit & Misra, 2013). Il a également été montré que la sérine
thréonine kinase RqgkA phosphoryle les résidus tyrosine 77 et thréonine 318 de la protéine
RecA, ce qui améliore son affinité pour ’ADN double brin et stimule son activité d’échange
de brins (Rajpurohit et al., 2016). Ces données suggerent que la sérine thréonine kinase RgkA

pourrait jouer un réle important dans la réponse au stress génotoxique chez D. radiodurans.
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Chapitre 1:

Ddrl, un régulateur transcriptionnel de la famille
CRP/FNR, joue un role majeur dans I’adaptation au

stress chez D. radiodurans.

87



88



PROBLEMATIQUE:

Un des enjeux actuels est de décrypter I’ensemble des réseaux de régulation impliqués
dans les réponses cellulaires mises en place chez D. radiodurans pour surmonter les effets
létaux des agents génotoxiques et/ou oxydants. Malgré les nombreuses études antérieures
publiées, I’ensemble des acteurs contribuant a la radiorésistance de D. radiodurans n’a pas
encore été identifié. Afin d’identifier de nouveaux acteurs impliqués dans la radiorésistance
de D. radiodurans, une banque de mutants a été créée par mutagenese par transposition et
criblée pour la sensibilité aux rayonnements y, UV et au traitement des cellules a la
mitomycine C ou au peroxyde d’hydrogeéne. L’un des mutants les plus sensibles aux différents
agents génotoxiques et/ou oxydant contient une insertion de transposon dans le gene ddrl
(dr0997) codant un facteur de transcription putatif (Dulermo et al., 2015). Apres exposition a
une dose de 10 kGy de rayonnement vy, le mutant d’insertion ddrl::tn5 présente une survie
cellulaire de 4,7 % comparée a 85 % pour la souche sauvage. Ces données suggerent que
Ddrl est un acteur majeur de la réponse au stress génotoxique et/ou oxydant chez D.
radiodurans (Dulermo et al., 2015).
les genes de D. radiodurans induits apres exposition des cellules au rayonnement y (induction
d’un facteur 4 suite a une exposition a une dose de 3 kGy de rayonnement y) (Tanaka et al.,
2004).

Les analyses bioinformatiques montrent que le gene ddrl code un régulateur transcriptionnel
de la superfamille CRP/FNR. En effet, la protéine Ddrl, composée de 203 acides aminés,
possede les caractéristiques des protéines appartenant a la sous famille CRP (cAMP receptor
protein), a savoir, un domaine effecteur de fixation a I’AMPc en N-terminal et un domaine de
fixation a I’ADN (motif hélice-tour-hélice) en C-terminal.

Parmi les protéines de la sous-famille CRP, le régulateur global CRP™ de E. coli, régule
I’expression de genes impliqués dans [’utilisation des sources de carbone en 1’absence de
glucose et se fixe a la séquence d’ADN: TGTGAN6TCACA présente dans les régions
promotrices de ses genes cibles. Les protéines de la sous-famille CRP ont la particularité de se
fixer a des séquences d’ADN qui sont conservées méme au sein d’espeéces bactériennes
éloignées phylogénétiquement.

L’un des premiers objectifs de ma thése a été de caractériser le role biologique de Ddrl

dans la réponse au stress, en construisant le mutant de délétion AddrI et en réalisant des tests
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de sensibilité aux agents génotoxiques (rayonnement UV, mitomycine C) et au stress oxydant
généré par le paraquat.

Huit mois apres le début de ma these, une équipe concurrente a publié une étude

(Yang et al., 2016) sur 4 homologues de la sous-famille CRP chez D. radiodurans, a savoir
(Ddrl, Dr2362, Dr0834, Dr1646). En particulier, ils ont démontré que la délétion du géne ddrl
engendrait de séveres défauts de croissance en conditions standards et sensibilisait fortement
D. radiodurans a I’exposition aux rayonnements y, UV et au traitement des cellules a la
mitomycine C ou au peroxyde d’hydrogeéne. En revanche, la délétion de dr2362, dr0834 ou
dr1646 n’engendre qu’une légeére, voir aucune diminution, de la survie cellulaire apres
exposition des cellules a ces différents stress.
D’autre part, Yang et ses collaborateurs ont identifié, sans indiquer la méthode utilisée, un site
cible de Ddrl, proche de la boite CRP™, dans la région promotrice de 18 genes impliqués dans
le controle qualité des protéines (lonl, lon2), la réponse au stress oxydant (terB codant la
tellurite resistance protein), dr1506 codant la NADH oxydoréductase, la réparation de ’ADN
(uvsE, pprA, recN) ou encore le métabolisme de I’AMPc (cpdB codant une enzyme qui
catalyse la conversion de ’AMPc en AMP) etc. Par des expériences de retard sur gel, ils ont
aussi montré que la protéine Ddrl se fixait a la région promotrice de ces génes ainsi qu’a celle
de son propre promoteur. Par ailleurs, ils ont montré par des expériences de RT-qPCR qu’en
conditions standards et/ou apres exposition des cellules au rayonnement y ou a H,O,, Ddrl,
régule I’expression de génes impliqués dans la réponse au stress oxydant (incluant katE
(dr1998 et dra0259), katA (dra0146), sodC (dra0202), une NADH oxydoréductase (dr1506)),
la réparation de I’ADN (recA, recN, recG, recF, recO, uvrB, uvrC, uvsE, pprA, priA, ddrB,
ddrC et ddrD), le contrdle qualité des protéines (lonl, lon2), le métabolisme de I’AMPc¢ (cpdB
et dra0006) et de 2 genes codant des régulateurs transcriptionnels (ddrO et drRRA).
L’ensemble de ces données suggere que Ddrl est un régulateur global, qui contribue a
I’extréme radiorésistance de D. radiodurans en régulant de nombreuses voies cellulaires.

La publication de cette étude nous a obligé a modifier la ligne directrice de mon projet
de these, pour cela nous avons montré par des expériences de complémentation hétérologue et
des expériences de retard sur gel que Ddrl et la CRP™ reconnaissent des séquences d’ADN
proches, ce qui nous a permis de réaliser des prédictions in silico des sites cibles potentiels de
DdrI dans I’ensemble du génome de D. radiodurans.

Le gene ddrl est le seul régulateur transcriptionnel identifié parmi les 25 genes les plus induits
chez D. radiodurans apres traitement des cellules a un choc thermique de 5 min a 48°C

(Schmid et al., 2005a), suggérant que Ddrl pourrait également jouer un réle crucial dans la
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réponse au choc thermique chez D. radiodurans. Nous avons donc analysé in vivo par des
expériences de RT-qPCR, I'implication de Ddrl dans la régulation de I’expression de
plusieurs genes impliqués dans la réponse au choc thermique chez D. radiodurans.

Par ailleurs, le mutant AddrI présente de séveres défauts de croissance en conditions standards
de croissance et nous avons montré que la protéine Ddrl est fortement induite en phase
stationnaire de croissance. Nous avons donc analysé le role de Ddrl dans la division cellulaire
et/ou la ségrégation du génome, en effectuant des observations de la morphologie des cellules

en fonction de la phase de croissance, par microscopie a épifluoresence.
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1°) Les régulateurs transcriptionnels de la famille CRP/FNR

A- Caractéristiques générales des protéines de la famille CRP/FNR

Les bactéries peuvent étre exposées dans la nature, a des stress tres variés, incluant,
I’anoxie, le stress osmotique ou oxydant, des variations de pH ou de température, des
changements de la disponibilité des nutriments, la présence d’antibiotiques ou de métaux
lourds etc, les obligeant a s’adapter rapidement afin de survivre a ces changements
environnementaux. Les régulateurs transcriptionnels de la famille CRP/FNR (cAMP receptor
protein/fumarate and nitrate reductase) sont capables de détecter et de répondre a un large
spectre de signaux intracellulaires ou extracellulaires tels que I’AMP cyclique (adénosine
monophosphate cyclique), 1I’anoxie, le monoxyde de carbone, le stress oxydant ou nitrosatif,

le monoxyde d’azote, le 2-oxoglutarate ou la température etc.(Korner, Sofia & Zumft, 2003).

Cette famille de régulateurs transcriptionnels a été définie en 1983, suite a 1’identification
chez E. coli, de deux facteurs de transcription présentant des similarités structurales: la
protéine CRP (ou CAP pour catabolite activator protein), impliquée dans 1’utilisation des
sources de carbone en I’absence de glucose (Shimada et al., 2011; Stulke & Hillen, 1999) et le
régulateur FNR (Fumarate and nitrate reductase regulator), qui en 1’absence d’oxygéne, induit

I’expression des génes impliqués dans la respiration anaérobie (Shaw, Rice & Guest, 1983).

Les protéines de la famille CRP/FNR sont trés largement distribuées au sein des especes
bactériennes. En effet, il a été reporté en 2003 que 80% des génomes séquencés possedent au
moins une protéine de cette famille. Cependant, ces protéines ne sont pas universelles, étant
donné qu’aucun géne codant une protéine de cette famille n’a été identifié par exemple, dans
le génome des bactéries Borrelia burgdorferi, Chlamydophila pneumoniae, Helicobacter

pylori (Korner et al., 2003).

Les régulateurs de la famille CRP/FNR sont impliqués dans le contrdle de mécanismes tres
variés, tels que le catabolisme de diverses sources de carbone ou d’azote, la respiration
anaérobie, la dénitrification, la virulence, la réponse au stress oxydant etc ((Korner et al.,

2003), Tableau 2).

En 2003, 369 protéines de la famille CRP/FNR ont ét€ répertoriées et des études
phylogénétiques ont permis de les classer en 14 sous-familles : ArcR, CooA, CprK, Crp, Dnr,

FixK, Flp, Fnr, FnrN, MalR, NnrR, NtcA, PrfA et YeilL (Korner et al., 2003). Une breve
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description du réle, du signal percu ainsi que la séquence d’ADN consensus reconnue par le
régulateur transcriptionnel est indiquée dans le Tableau 2 pour un membre de chaque sous-

famille de la famille CRP/FNR.

Les protéines CRP/FNR ont une taille d’environ 230-250 acides aminés et sont caractérisées
par la présence de 2 domaines. Un large domaine senseur en N-terminal (d’environ 170 acides
aminés), similaire au domaine de fixation a I’AMP cyclique et un domaine de fixation a
I’ADN en C-terminal (70-75 acides aminés), de type wHTH (winged helix-turn-helix),
constitu¢é d’hélices o et de feuillets B selon la topologie : al-Bl-f2-a2-a3-p3-p4

(https://prosite.expasy.org/doc/PS00042), permettant au régulateur de se fixer aux régions

promotrices de ses genes cibles et d’exercer ainsi son rdle d’activateur ou de répresseur
transcriptionnel. Ces 2 domaines sont connectés par une région charniere, impliquée dans la
transmission du signal entre le domaine senseur N-terminal et le domaine de fixation a ’ADN
C-terminal (Korner et al., 2003). Les régulateurs transcriptionnels de la famille CRP/FNR
sont généralement des activateurs de la transcription, bien que dans quelques cas, ils agissent

également comme des répresseurs transcriptionnels (Botsford & Harman, 1992).

94


https://prosite.expasy.org/doc/PS00042

Sous- Signal Séquence d'ADN
Bactéries famille | Nom du Fonction du activateur ou | consensus reconnue par Références
CRP/ | régulateur régulateur inhibiteur du le régulateur
FNR régulateur transcriptionnel
. catabolisme .
. Bac.l llus . ArcR ArcR anaérobie de non déterminé non déterminée (Maghnouj etal.,
licheniformis e . 2000)
I'arginine
utilisation du
.. (Aono et al., 1996; He
Rhodospirillum CooA CooA monoxyde de carbone | monoxyde de non déterminée et al., 1996; Shelver
rubrum comme source carbone
s . etal., 1997)
d'énergie
Halorespiration
(utilisation de
Desulfitobacterium composés halogénés 3-chloro-4-
dl;halo enansu CprK CprK comme accepteur hydroxyphény TTAATN4ACTAA (Smidt et al., 2000)
g final des électrons lacétate
dans la respiration
anaérobie)
catabolisme des (Shimada et al., 2011;
E. coli Crp Crp*™ sources de carbone en | AMP cyclique TGTGAN6TCACA Stulke & Hillen,
1'absence de glucose 1999)
Paracoccus monoxyde (Hutchings & Spiro,
racoccu DnR Nnr? dénitrification \ y TTGACN4ATCAA 2000; Van Spanning
denitrificans d'azote
et al., 1995)
- . . 12 diazotrophie (fixation . . (Batut et al., 1989;
rhizobia FixK FixK de I'azote gazeux N) non déterminé TTGAN6TCAA Fischer, 1994)
Lactococcus lactis réponse au stress (Gostick et al., 1999;
SSD. Cremoris Flp FIpA! oxydant, homéostasie oxygene non déterminée Scott, Guest &
P- du zinc Green, 2000)
. 1 c . P R (Kiley & Beinert,
E. coli Fnr Fnr respiration anaérobie oxygene TTGATN4ATCAA 1998; Spiro, 1994)
resp[;i'l::tti(())srfg;l;?:(;bie (Imam, Noguera &
9 .
Rhodobacter ForN | ForL! métobolisme de oxygene TTGAN4GATCA | Ponohue, 2014; Oh,
sphaeroides . P . Eraso & Kaplan,
I'azote, homéostasie
2000)
du fer
utilisation des
Ba.ctermd_es MalR MalR poly,saccharldes non déterminé non déterminée (Cho et al., 2001)
thetaiotaomicron présents dans
I'intestin humain
(Kwiatkowski &
dénitrification, (T/A)N2TTG(C/T)GN3( Shapleigh, 1996;
Is{hl(::::ﬁflt:sr NnrR | NnrR métabolisme du m(‘i’g‘;’;{fe C/G)C(G/A)CAAN2 Tosques, Shi &
P monoxyde de carbone (A/T) Shapleigh, 1996);
Hartsock et al., 2010)
assimilation de
1'azote, morphogénese g;zg:lz’gliiz-
cyanobactéries NtcA NtcA des cellules 2-oxoglutarate GTANSTAC i
RPN 2001; Luque, Flores
végétatives en
P & Herrero, 1994)
hétérocystes
(Johansson et al.,
Listeria . . 2002; Mengaud et al.,
monocytogénes PrfA PrfA virulence température | TTAACAN2TGTTAA 1991; Sheehan et al.,
1996)
implication dans la .
E. coli YeilL Yeil! phase stationnaire de | non déterminé non déterminée (Anjum, Green &

croissance

Guest, 2000)

Tableau 2 : Tableau descriptif de la fonction, du signal détecté et de la séquence d’ADN
reconnue par un régulateur transcriptionnel de chaque sous-famille de la famille
correspondent aux régulateurs transcriptionnels qui utilisent
respectivement leur centre Fer-Soufre et un cofacteur heme pour détecter les signaux

CRP/FNR.

environnementaux.

1

et
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Différents mécanismes d’activation/inactivation des protéines de la famille CRP/FNR ont été
décrits (Korner et al., 2003).

- Tout d’abord, I’interaction directe du régulateur avec une molécule effectrice induit
’activation du domaine de fixation a I’ADN (c’est le cas par exemple de I’AMPc pour les
protéines de la sous-famille CRP et du 2-oxoglutarate pour les protéines de la sous-famille

NtcA).

- Le second mode d’activation/inactivation dépend de la présence, au sein du régulateur, d’un
groupement prosthétique (heme, pour les protéines FixK et Nnr) ou d’un centre Fer-Soufre
(pour les protéines FlpA, Fnr, FnrN, et Yeil) (Tableau 2) qui interagit directement avec
I’oxygene, le monoxyde d’azote ou le monoxyde de carbone. Par exemple, chez E. coli, il a
été démontré que le centre Fer-Soufre [4Fe-4S]** de la protéine Fnr joue un role central dans
la détection de I'oxygeéne (Becker et al., 1996). En absence d’oxygene, la protéine Fnr
possede un centre [4Fe-4S)** (Figure 35) qui favorise la dimérisation de la protéine ainsi que
sa fixation spécifique a I’ADN, ce qui conduit d’une part a I’induction de I’expression des
genes requis pour générer de I’énergie via la respiration anaérobie (nitrate réductase, fumarate
réductase, formate déhydrogénase, glycérol 3 phosphate déhydrogénase...) et d’autre part la
répression de 1’expression des génes codant des enzymes impliqués dans la respiration aérobie
(cytochrome ¢ oxydase, NADH déhydrogénase II...) (Jordan et al., 1997; Kiley & Reznikoff,
1991; Lazazzera et al., 1996; Sharrocks, Green & Guest, 1991; Spiro & Guest, 1990). En
présence d’oxygeéne, le centre [4Fe-4S]*" est rapidement converti en [2Fe-2S]1*, ce qui
conduit a la perte de la dimérisation de la protéine et donc a son inactivation. Les centres
[2Fe-2S1%* sont ensuite dégradés générant des monomeres Fnr dépourvus de centre Fer-Soufre

(Mettert & Kiley, 2017).

W—0-0
‘ > -
\ A | 4 U/

Active Inactive Inactive
[4Fe-4S]**-FNR [2Fe-2S]**-FNR apo-FNR
dimer monomer monomer

Figure 35: Mode¢le de la régulation de D’activité de la protéine Fnr de E. coli par
I’oxygéne. Chaque monomere de la protéine Fnr est visualisé en gris, les centres [4Fe-
4ST** et [2Fe-2S1** sont indiqués respectivement par des cubes verts et rouge (adapté de
(Mettert & Kiley, 2017)).
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- Le dernier mécanisme décrit, est I’interaction directe de la protéine CRP/FNR avec la
molécule signal, induisant la transformation du régulateur par modification de la structure de
la protéine vers un état actif. Par exemple, chez Lactobacillus casei (Figure 36), il a été
démontré que contrairement a la protéine Fnr chez E. coli, la forme inactive et active de la
protéine Flp reste sous forme dimérique, en revanche, son activité de régulateur
transcriptionnel est médiée par un changement conformationnel engendré par la formation
d’un pont disulfure intracaténaire en réponse a un stress oxydant ou en présence d’oxygene.
Seule la forme oxydée de la protéine Flp est capable de fixer spécifiquement I’ADN (Gostick
et al., 1998).

N

Inactive Artive
{DNA binding)

Figure 36 : Modéle de la régulation de P’activité de la protéine Flp de Lactobacillus casei
par I’oxygéne ou le stress oxydant. La protéine Flp est représentée sous forme dimérique
(D’aprés (Gostick et al., 1998)).
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B- Les protéines de la sous-famille CRP

1°) La CRP* de E. coli

a- Structure de la protéine CRP**

La CRP™ est un des 7 régulateurs globaux (CRP, FNR, IHF, FIS, ArcA, NarL et Lrp)
(Martinez-Antonio & Collado-Vides, 2003) décrits chez E. coli et un des régulateurs
transcriptionnels les mieux étudiés chez les bactéries (Gosset et al., 2004; Kolb et al., 1993).
La CRP™ a d’ailleurs été le premier régulateur transcriptionnel dont la structure
tridimensionnelle a été déterminée (McKay & Steitz, 1981). La CRP™ est une protéine
homodimérique de 47 kDa. Chaque monomere est constitué d’un domaine N-terminal de
fixation a ’AMP cyclique et d’'un domaine C-terminal de fixation a I’ADN de type wHTH
(Figure 37). Ces 2 domaines sont connectés par une courte région charniere, située entre les
hélices C (domaine N-terminal) et D (domaine C-terminal) et impliquée dans la transmission
du signal entre les deux domaines (Yu & Lee, 2004). Le domaine N-terminal est également

impliqué dans la dimérisation de la protéine (Geng & Jiang, 2015).

Chaque monomere peut fixer séquentiellement 2 molécules d’AMPc avec une coopérativité
négative (Takahashi, Blazy & Baudras, 1980). Des études cristallographiques ont montré que
la protéine CRP™ peut exister sous 3 conformations différentes : 1) la forme inactive apo-
CRP* et selon la concentration d’AMPc 2) la forme complexée 4 une molécule d’AMPc:
CRP™ -AMPc1 (high affinity cCAMP site: Figure 37) ou a 3) la forme complexée a deux
molécules d’AMPc: CRP™ -AMPc2 (high and low affinity cAMP sites: Figure 37) (Harman,
2001).
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Figure 37: Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine dimérique
CRP" de E. coli en complexe avec ’AMPc. Chaque monomere est représenté par deux
couleurs différentes (marron et bleu), les hélices aF impliquées dans la reconnaissance
spécifique de ’ADN sont représentées en vert. La double hélice de ’ADN est visualisée
en gris clair. La localisation de I’hélice C, a I’interface du dimére, et I’hélice D du
domaine de fixation a PADN est indiquée. L’AMPc est visualisé en rouge et bleu
(d’aprés (Green et al., 2014)).

La forme inactive apo-CRP™ fixe I’ADN de maniére non spécifique avec une faible affinité,
les hélices aF impliquées dans la reconnaissance de I’ADN étant enfouies a 1’intérieur de la
structure protéique. La fixation de ’AMPc au domaine N-terminal de la CRP™ induit un
changement conformationnel de la protéine, ce qui provoque la libération des hélices aF
((Popovych et al., 2009; Sharma et al., 2009 ), Figure 38) et la fixation spécifique de la
CRP* a I’ADN. 1l a par ailleurs été démontré que la forme complexée CRP™-AMPcl a
presque la méme affinité pour ’ADN spécifique que la forme complexée CRP™-AMPc2,
démontrant que 1’activation de la CRPEC, via son réarrangement conformationnel, est induit
des la fixation de la premiere molécule d’AMPc (high affinity cAMP site: Figure 37,
(Takahashi et al., 1989)).
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Figure 38: Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine CRP™ en
absence (A) ou présence (B) d’AMPc. Chaque monomere est représenté par deux
couleurs différentes (marron et bleu), les hélices oF impliquées dans la reconnaissance
spécifique de I’ADN sont représentées en vert (d’apres (Green et al., 2014)).

Le domaine N-terminal de la CRP™, principalement formé de feuillets B, contient le site de
fixation de I’AMPc, qui forme une cavité constituée de 15 acides aminés du monomere 1 (130,
V49, Lo6l, S62, L64, 170, G71, E72, L73, R82, S83, A84, V86, R123 T127) et des acides
aminés L124 et S128 du 2°™ monomere (Harman, 2001). La thréonine T127 joue un role
crucial dans la stabilisation de la structure de 1’apo-CRP™ et son activation allostérique (Li &
Lee, 2011). En effet, il a été démontré que la thréonine T127 du monomere 1 et la sérine S128
du monomere 2 interagissent avec 1’hétérocycle de I’adénine de I’AMPc, ce qui conduit a
I’extension de I’hélice C du domaine N-terminal ((Tomlinson, Tutar & Harman, 2006);
Figure 38). L’ allongement de 1’hélice C induit une délocalisation de la région charnicre et un
raccourcissement de I’hélice D du domaine de fixation a ’ADN, dont la structure en
superhélice est simultanément déstabilisée, ce qui permet la libération des hélices aoF
impliquées dans la reconnaissance spécifique de I’ADN (Sharma et al., 2009). L’arginine R82
et l’acide glutamique E72 du monomere 1 sont essentiels a la fixation de 1’AMPc
(Gronenborn et al., 1988; Moore et al., 1992) et la sérine S83 et 1’arginine R123 sont
importantes pour I’activation de la CRP™ suite a la fixation de I’AMPc (Moore et al., 1992).

b- Role de régulateur transcriptionnel de la protéine CRP**

La protéine CRP™ contrdle directement la régulation de 1’expression d’au moins 378
genes, incluant des genes impliqués dans le transport et le catabolisme des sources de
carbone, la glycolyse, le cycle de Krebs, la respiration aérobie et contrdle également la
régulation de ’expression de 70 facteurs de transcription, démontrant que la protéine CRP™
est un régulateur global de I’expression génique chez E. coli, qui régule également

indirectement de nombreux autres genes (Haverkorn van Rijsewijk et al., 2011; Shimada et
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al., 2011; Zheng et al., 2004). 1l a également ét€é mis en évidence que la CRP*™ régule de

maniére directe la transcription du géne rpoH codant le facteur sigma o°

, impliqué dans la
réponse au choc thermique chez E. coli (Nagai et al., 1990) et de maniere indirecte
I’expression de plusieurs genes de réponse au stress incluant des genes codant des protéines
chaperonnes (Dnak/Dnal, GrpE, GroEL/GroES, MopAB), des protéases dépendantes de
I’ATP ou des complexes protéases (ClpPX, HfIB, HslUV, HtpX et Lon) et des petites
protéines impliquées dans la réponse au choc thermique (HslS, HsIT, HtpG) (Gosset et al.,
2004).

La CRP" se fixe aux régions promotrices des genes ayant la séquence palindromique

TGTGAn6TCACA en amont de leur séquence codante (Lawson et al., 2004) ou chaque

monomere interagit avec la moitié de la séquence palindromique (Figure 39).

monomere 1 monomere 2

57 TT Al N N N N N N A c A |37
3"lA C A N N N N N N| A T /G \T |57
R180

Figure 39: Interactions entre la CRP* et sa séquence cible consensus. Les rectangles gris
indiquent la position de chaque monomére de la protéine CRP*“. Les ronds et les ovales
bleus indiquent les interactions entre les acides aminés de la protéine CRP* et les
différentes bases de ’ADN. Les bases de ’ADN de la moiti¢é du palindrome sont
numérotées de 1 a 5 (adapté de (Lawson et al., 2004)).

Chaque monomere de la CRP™ établit des contacts directs avec les bases en position 2, 4 et 5

de son site cible (Figure 39).

La fixation de la CRP* a ’ADN induit une courbure de 87° de ’ADN (Busby & Ebright,
1999; Parkinson et al., 1996 ). Selon la position du site cible et le mécanisme d’activation de

la transcription, les promoteurs qui sont activés par la CRP™ sont classés selon 3 catégories:

1) Les promoteurs de classe I (cas du promoteur lac), possedent un site de fixation de la
CRP™, situé en amont des sites de fixation de ’ARN polymérase, centré ou proche de la
position -61,5 par rapport au site d’initiation de la transcription +1, ou a une position distante
d’un multiple de 10,5 pb en amont de la position -61.5 (Figure 40). L’activation

transcriptionnelle du géne en aval implique D’interaction entre la CRP™ (via la région

101



d’activation ARI1 (acides aminés 156 a 164) (Rhodius & Busby, 2000)) et le domaine
carboxy-terminal de la sous-unité o (a-CTD) de I’ARN polymérase, ce qui favorise la fixation

de I’ARN polymérase au promoteur et I’initiation de la transcription (Busby & Ebright, 1999).

2) Les promoteurs de classe II (incluant le promoteur galP 1), possedent un site de fixation de
la CRP™ centré ou proche de la position -41.5 par rapport au site d’initiation de la
transcription +1. 3 types d’interactions entre I’ARN polymérase et la CRP™ ont été
répertoriés (Figure 40): ’interaction entre la région d’activation ARI de la CRP™ et le
domaine carboxy-terminal de la sous-unit¢ a (a-CTD) de I’ARN polymérase, la région
d’activation 2 de la CRP™ (AR2, constituée des acides aminés chargés positivement His19,
His21 et Lys101 (Rhodius & Busby, 2000)) avec le domaine N-terminal de la sous-unité o (o-
NTD) de I’ARN polymérase et la région d’activation 3 (AR3, constituée des acides aminés
53, 54, 55 and 58 (Rhodius & Busby, 2000)) de la CRP™ avec le facteur sigma o' (Lawson et
al., 2004).

3) Les promoteurs de classe III (cas du promoteur acsP2) sont activés par la CRP™ via un
mécanisme synergique impliquant 2 sites de fixation de la CRP®: CRPI et CRPIIL, dont la
fixation simultanée est nécessaire a I’expression optimale des génes cibles (Beatty et al.,

2003).

(@) (b)

Figure 40: Représentations schématiques des complexes formés par la CRP™, ’ARN
polymérase et les promoteurs de classe I (a) et II (b). La structure dimérique de la
CRP* (CAP) est représentée par des rectangles bleus. L’ARN polymérase et ces
différentes sous-unités sont représentées en vert et avec différents tons de gris. Les
régions d’activation 1 (AR1), 2 (AR2) et 3 (AR3) (notées en rouge) présentent dans la
protéine CRP* sont respectivement visualisées en violet, vert olive et orange et par des
fleches rouges (adapté de (Lawson et al., 2004)).

La CRP™ est un régulateur transcriptionnel positif et négatif, qui selon la position de son site
cible, est ¢galement capable de réprimer 1’expression de ses geénes cibles (exemple de aaeR,

IdtB, ybiT, yccZ), ces genes sont classés selon 2 catégories:
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1) Les promoteurs de classe R1, possédent un site cible de la CRP™ localisé dans une région
comprise entre les positions (-49,5 et -10) ou entre les positions (+2 et +70,5) par rapport au
site d’initiation de la transcription +1 (Figure 41). Lorsque la CRP™ se fixe a I'une de ces
régions, elle bloque la fixation ou la progression de I’ARN polymérase. Cette classe de
promoteur est également caractérisée par I’absence du motif TTAC dans le site de fixation de

la CRP™,

2) Dans le cas des promoteurs de classe R2 (Figure 41), le site de fixation de la CRP™ est
dépourvu des motifs TTAC et GAGC et est localisé dans une région comprise entre la

position -31 et -23 par rapport au site d’initiation de la transcription +1.

Transcriptional Start Site

-49.5S Region < -10
l I 2 < Region < 70.5 '
R 1 TTAC=0 TTAC=0
CRP | I CRP I
m gene >
N2 T
-49.5-35 -10 12 70.5
Transcriptional Start Site
—
| -31< region}<23 l
l TTAC=0 I
GAGC=0
R2 i
CRP
y— gene >
I
-30-31 -10 1 23

Figure 41: Représentations schématiques des promoteurs de classe R1 et R2 dont
Iexpression est réprimée par la CRP™ (en rouge). Les séquences codantes du géne
controlé par la CRP™ sont visualisées en rose clair. Le site d’initiation de la
transcription +1 est indiqué par une fléche noire (d’apres (Tsai et al., 2018)).

Un site cible de la CRP™ a été identifié en aval de la séquence codante du géne crp et il
a été démontré in vitro que la transcription du geéne crp est négativement régulée par le
complexe CRP¥™-AMPc de méme que la transcription du géne cyaA, codant 1’adénylate

cyclase, I’enzyme responsable de la synthése de I’AMPc (Aiba, 1983).

Grainger et ses collaborateurs (Grainger et al., 2005) ont par ailleurs montré que la CRP*
interagit avec de nombreux sites intragéniques, distribués tout le long du chromosome. Il a
donc été proposé que la CRP™ agisse également en tant qu’organisateur du chromosome ou

protéine NAP (nucleoid associated protein).

103



c- Lien entre la répression catabolique et I’activation allostérique de la CRP**

L’AMPc est synthétisé a partir de I’ATP, par des adénylates cyclases, et dégradé en
AMP par la phosphodiestérase CpdA (Gancedo, 2013). E. coli posseéde une seule adénylate
cyclase (CyaA) dont I’activité est soumise a ce que 1’on appelle la répression catabolique. La
répression catabolique est un mécanisme régulateur permettant a la bactérie d’utiliser
préférentiellement une source de carbone rapidement métabolisable (comme le glucose) en
inhibant le transport et la syntheése des enzymes et perméases impliqués dans le métabolisme
des sources de carbone secondaires (comme le glycérol). Chez E. coli, la répression
catabolique implique 1’enzyme EITAS" sous forme phosphorylée, I’adénylate cyclase CyaA et
la CRP™ en complexe avec I’AMPc. En effet, le glucose est transporté et phosphorylé dans le
milieu intracellulaire (sous forme de glucose-6-phosphate) par le systeme PTS
(phosphotransferase system) (Bettenbrock et al., 2007). Le systeme PTS (Figure 42) est
constitué des protéines EI, HPr, EIAC®, EIIBY" et de la protéine membranaire EICC, qui
forment une cascade de phosphorylation de protéines, en transférant séquentiellement un
groupement phosphate du phosphoénolpyruvate (PEP) jusqu’au glucose pour former du

glucose-6-phosphate (Deutscher, 2008).

IN ouT
. Glc
PEP El EllAGIc !
Pyruvate HPr EIIBlG'{
® Glc-
6-P

'| cyclase (cAMP)
l®

Co-activator of
Crp (diauxie) Membrane

Current Opinion in Microbiology

Figure 42: Lien entre le systeme PTS et ’adénylate cyclase, ’enzyme responsable de la
synthése de ’AMPc. PEP: phosphoénolpyruvate, Glc: glucose, Glc-6-P: glucose-6-
phosphate (adapté de (Deutscher, 2008)).

Les composants du systeme PTS sont présents dans la cellule sous forme déphosphorylée (en

noir dans la figure 42) ou sous une forme phosphorylée (en gris dans la figure 42). Suivant
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leur état de phosphorylation, les protéines PTS sont impliquées dans de nombreuses fonctions
régulatrices en interagissant ou phosphorylant leurs protéines cibles. L’état de
phosphorylation des protéines PTS est bas lorsque le transporteur de glucose est saturé. En
revanche, lorsque le glucose est absent du milieu extracellulaire, les protéines PTS
phosphorylées s’accumulent dans la cellule. L’enzyme EIIA® sous forme phosphorylée
stimule I’activité de 1’adénylate cyclase ((Bettenbrock et al., 2007; Deutscher, 2008; Green et
al., 2014; Park et al., 2006), figure 42), ce qui augmente la synthése d’AMPc et active la
protéine CRP™ qui va alors induire I’expression des génes impliqués dans le catabolisme des
autres sources de carbone (par exemple 1’opéron lac afin de cataboliser le lactose) (Cooper et

al., 2008; Zheng et al., 2004).

2°) Exemples d’autres membres de la sous-famille CRP

Les fonctions biologiques régulées par les protéines de la sous-famille CRP sont tres
diverses au sein des bactéries. Méme si les genes régulés par les protéines CRP ne font pas
systématiquement partie du métabolisme primaire, ils exercent des fonctions importantes pour
la physiologie des différentes especes bactériennes (Soberon-Chavez et al., 2017). Le tableau
3 résume les fonctions biologiques régulées par les protéines CRP dans différentes especes
bactériennes.

Chez Vibrio cholerae en plus de son rdle dans la régulation de la répression
catabolique, la CRP"® contrdle I’expression de génes impliqués dans la dégradation de la
chitine, la compétence (Blokesch, 2012), la formation des biofilms (Fong & Yildiz, 2008) et

la production des facteurs de virulence (Liang et al., 2007).
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% d’identité

Site de fixation a I'ADN COI,nl,) lémentation en acides
Bactéries Groupe Nom similaire a hétérologue du aminés avec Role physiologique Ligand Références
hylogénétique mutant Acrp de E. Ec
P TGTGAN6TCACA coli CRP™ de E.
coli
(Gosset et al.,
Escherichia coli y-protéobactérie CRP*® oui oui 100 répression catabolite AMPc 2004; Zheng
et al., 2004)
production des facteurs (Blokesch,
de virulence, quorum- 2012; Fong &
Vibrio cholerae y-protéobactérie CRP"* oui oui 95 sensing, compétence, AMPc Yildiz, 2008;
formation de biofilm, Liang et al.,
utilisation de la chitine 2007)
(Albus et al.,
Pseudomonas production des facteurs 1997; Beatson
aeruginosa y-protéobactérie Vir oui oui 61 de virulence, quorum- - et al., 2002;
8 sensing Fuchs et al.,
2010)
assimilation des (Herrera et
Pseudomonas putida y-protéobactérie CRP™? oui oui 62 dlpeptlde's 4 degra.dz}tlon AMPc a.l., 201.2;
des acides aminés Milanesio et
aromatiques al., 2011)
régulation de la (Chin et al.,
Xanthomonas . . . . pathogénécité, quorum- 2010 ; Chou,
campestris Y-protéobactérie Clp oul out 45 sensing, la production de ) 2011; Lu et
la xanthine et des biofilms al., 2012)
(Chandler et
Haemophilus g . . Hi . « . al., 1992;
influenzae y-protéobactérie CRP oui 76 compétence AMPc Redfield et
al., 2005)
. s . (Krol et al.,
Sanl‘hl.ZO b'lum a- protéobactérie CIr oui non déterminée 23 reponse au stress. . AMPc et 2016; Tian et
meliloti osmotique et la motilité GMPc
al., 2012)
(Marden et
.. al., 2011;
ha::g:ﬂ:]llum a- protéobactérie CgrA oui non déterminée 22 développement des cystes GMPc | Roychowdhur
y, Dong &
Bauer, 2015)
transition de la ’lfl?nkdhlfer:&
Mycobacterium . . Mt . . pathogénécité entre un P
. actinobactérie CRP oui oui 32 . PER AMPc Hasnain,
tuberculosis état réplicatif et non )
réplicatif 2007; Akhter
et al., 2008)
métabolisme secondaire,
Streptomyces S production d'antibiotique (Derouaux et
. actinobactérie CRP>* non non 28 ~ AMPc al., 2004; Gao
coelicolor et le contdle du
;A etal., 2012)
développement
bypass glyoxylate et la (Kim et al.,
. . - . . régulation de la 2004a; Kohl
C. glutamicum actinobactérie GIxR oui oui 29 production des acides AMPc¢ & Tauch,
aminés 2009)
:assnmllatl?n des. (Agari et al.,
nutriments, métabolisme N
Thermus des acides nucléiques, 2008; Agari,
. deinococcus-thermus SdrP - non déterminée 22 ~ . ’q ? - Kuramitsu &
thermophilus contréle qualité des Shinkai
protéines et la réponse au 2010) ’

stress oxydant

Tableau 3: Caractéristiques de plusieurs membres de la sous-famille CRP (adapté de
(Soberon-Chavez et al., 2017)). * L’expression du géne crp™ de E. coli dans un mutant
AcrpHl de H. influenzae restaure ’efficacité de transformation.
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Chez Pseudomonas aeruginosa, Vfr ’homologue de la CRP™, est impliquée dans le controle
de la virulence (Albus et al., 1997), de la motilité de type « twitching » (Beatson et al., 2002)
et du systeme de sécrétion de type III (Marsden et al., 2016). Chez Pseudomonas putida, la
CRP régule I’expression de geénes impliqués dans la dégradation des acides aminés
aromatiques (Herrera et al., 2012) et I’assimilation des dipeptides (Milanesio et al., 2011).
Bien que P. aeruginosa et P. putida soient phylogénétiquement proches, leurs protéines CRP
exercent des fonctions tres différentes.

Chez la bactérie phytopathogéne Xanthomonas campestris, Clp (CRP-like protein) régule
I’expression des genes impliqués dans la production de la xanthine, un exopolysaccharide
(EPS) (Chen et al., 2010a), mais aussi des facteurs de virulence (Chin et al., 2010) et des
genes impliqués dans la formation des biofilms (Lu et al., 2012).

Chez Sinorhizobium meliloti, Clr active directement I’expression des genes impliqués dans la
synthese des exopolysaccharides, la réponse au stress osmotique et la motilité de type
« swimming » (Krol et al., 2016).

Chez Haemophilus influenzae, la CRP joue un rdle crucial dans la compétence de la bactérie
(Chandler, 1992; Redfield et al., 2005).

Parmi les actinobactéries, CRP**° présent chez Streptomyces coelicolor, controle 1’expression
des geénes impliqués dans la production des antibiotiques et la germination des spores
(Derouaux et al., 2004; Gao et al., 2012). Chez Corynebacterium glutamicum, GIxR régule
I’expression de genes impliqués dans le métabolisme des carbohydrates, la dégradation des
composés aromatiques, le métabolisme du glutamate et de I’azote, la biosynthése des acides
gras, la respiration et dans la synthese des acides aminés (Kohl et al., 2008; Kohl & Tauch,
2009). Dans le cas de Mycobacterium tuberculosis, la CRPM' régule I’expression des génes
impliqués dans la pathogénicité (Akhter et al., 2007; Akhter et al., 2008).

Chez T. thermophilus, appartenant au phylum Deinococcus-Thermus, le géne sdrP (stationary
phase-dependant regulatory protein) est induit d’un facteur 10 au cours de la phase
stationnaire. Il est par ailleurs fortement induit apres 1’exposition des cellules au peroxyde
d’hydrogene, la diamide, a 1’antibiotique tétracycline, au sel (NaCl), a éthanol et par la
présence de métaux lourds (ZnSO4, CuSOs), ce qui suggere que la protéine SdrP est
impliquée dans la réponse cellulaire mise en place chez T. thermophilus pour surmonter des
stress environnementaux ou chimiques tres variés (Agari et al., 2008; Agari et al., 2010). 1l
joue le rdle d’activateur transcriptionnel de plusieurs genes impliqués dans le controle redox,
I’assimilation des nutriments et de 1’énergie, le métabolisme des acides nucléiques, le contrdle

qualité des protéines et la réponse au stress oxydant (Agari et al., 2010). L alignement des 22
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promoteurs des genes directement activés par SdrP, a permis d’identifier le motif
TTGTGn9CnC, comme site cible de fixation de SdrP(Agari et al., 2010).

Dans la majorité des cas, I’interaction des facteurs de transcription de la sous-famille
CRP avec I’AMPc est nécessaire a leur capacité a réguler I’expression de leurs genes cibles
(Soberon-Chavez et al., 2017). C’est par exemple le cas de la CRP™ de E.coli, CRP"¢ de V.
cholerae, CRP'? de P. putida, Clr de S. meliloti, CRP™ de M. tuberculosis, CRP>*° de S.
coelicolor, GIxR de C. glutamicum (Tableau 3). En revanche, il a été démontré que Vfr de P.
aeruginosa, SdrP de T. thermophilus (Agari et al., 2008 ; Agari et al., 2010) et Clp de X
campestris ne nécessitent la présence d’aucun effecteur pour fixer leur séquence cible
(Tableau 3). La protéine CgrA de Rhodospirillum centenum a besoin quant a elle, de la
présence de GMPc pour se fixer de maniere spécifique a sa séquence cible (Marden et al.,
2011; Roychowdhury et al., 2015).
Les changements de la concentration d’AMPc sont pergus par les protéines CRP, qui
réagissent avec des sensibilités différentes, selon le niveau d’AMPc produit par la bactérie et
la niche écologique occupée par les différentes especes bactériennes (Green et al., 2014).
L’AMPc joue un rOle central dans la pathogénicité de M. tuberculosis. En effet, il a été
démontré que ce bacille sécréte des quantités importantes d’AMPc pour intoxiquer les
macrophages de son organisme hote (Agarwal & Bishai, 2009; Bai, Schaak & McDonough,
2009). Contrairement a E.coli qui possede une seule adénylate cyclase, M. tuberculosis
possede au moins 16 adénylates cyclases, dont I’activité est affectée par des variations de pH,
de CO, etc (Chakraborti et al., 2011). Par ailleurs, M. tuberculosis possede une seule
phosphodiestérase, dont I’activité mesurée in vitro et in vivo est faible (Shenoy et al., 2005).
L’ensemble de ces données suggere que la bactérie M. tuberculosis vit dans un environnement
oul les concentrations d’AMPc sont particulierement élevées. La CRPM posséde 4 des 6 acides
aminés clés, impliqués dans I’interaction avec I’AMPc. La sérine 128, qui joue un role majeur
dans le changement conformationnel de la protéine CRP® suite 4 la fixation de I’AMPc, est
remplacée par une asparagine chez CRP™'. La constante de dissociation Kp de I’AMPc est
d’environ 60 uM, comparé a 13-16 uM chez E. coli (Green et al., 2014). Des études
cristallographiques de la structure de I’apo-CRP™" et la CRP™' complexé a I’AMPc chez M.
tuberculosis, montrent que la fixation de ’AMPc est associée a un réarrangement structural
nettement moins conséquent que celui observé dans la CRP™ de E. coli (Figures 38 et 43).
La modification majeure qui se produit dans la CRP™' suite a la fixation de I’AMPc, est
I’affaiblissement de 1’interaction entre le domaine senseur N-terminal et le domaine C-

terminal, résultant en une augmentation de la liberté spatiale du domaine de fixation a I’ADN,
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ce qui accroit d’un facteur 2 (Rickman et al., 2005) Iaffinité in vitro de la CRP™' pour les
régions promotrices de ses genes cibles (Gallagher et al., 2009; Kumar et al., 2010; Reddy et
al., 2009). Contrairement 2 la CRP™ de E. coli, l’apo—CRPMt est capable de se fixer
spécifiquement aux régions promotrices de ses genes cibles et de réguler leur expression
(Stapleton et al., 2010). Il a donc été proposé que la faible affinité de CRP™ pour I’AMPc,
soit un moyen de désensibiliser la protéine du bruit de fond d’AMPc, requis pour intoxiquer
I’héte durant I’infection et de maintenir un certain degré de réactivité a des concentrations

élevées d’AMPc (Green et al., 2014).

Figure 43 : Représentation de la structure tridimensionnelle de la protéine CRPM' en
absence (A) ou présence (B) d’AMPc. Chaque monomere est représenté par deux
couleurs différentes (marron et bleu), les hélices oF impliquées dans la reconnaissance
spécifique de ’ADN sont représentées en vert (d’apres (Green et al., 2014)).

A Tl'inverse, P. putida, une bactérie saprophyte du sol, possede 2 adénylates cyclases, qui
synthétisent une quantité tres faible d’AMPc dans la cellule (Green et al., 2014; Milanesio et
al., 2011). La CRP" possede 5 des 6 acides aminés clés, impliqués dans 1’interaction avec
I’AMPc. En accord avec les concentrations intracellulaires trés faibles d’AMPc, la CRP™ a
une affinité trés élevée pour I’AMPc, avec une constante de dissociation Kp d’environ 23 nM
(Green et al., 2014). Des expériences in vitro, montrent que I’affinité de la CRP™® pour des
séquences d’ADN spécifiques augmente d’un facteur 10 en présence d’AMPc (Arce-
Rodriguez et al., 2012). Bien que la structure tridimensionnelle de la protéine CRP™ n’ait pas
encore été déterminée, la forte affinité de la CRP™P pour I’AMPc suggere des réarrangements

structuraux importants de la protéine suite a la fixation de I’AMPc.

A T’opposé, les analyses structurales montrent que 1’apo-Clp de X. campestris et [’apo-SdrP de
T. thermophilus qui ne nécessitent aucun effecteur pour se fixer spécifiquement a I’ADN,

présentent une conformation structurale qui permet au domaine C-terminal de fixation a
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I’ADN d’interagir directement avec ses sites cibles et de réguler I’expression des génes en

aval (Agari et al., 2008; Chou, 2011).

Par ailleurs, il est frappant de constater que les régulateurs de la sous-famille CRP
reconnaissent des séquences d’ADN spécifiques, qui sont conservées, méme au sein d’especes
bactériennes éloignées phylogénétiquement, telles que les protéobactéries (E. coli, V.
cholerae, P. aeruginosa etc), les actinobactéries (M. tuberculosis, C. glutamicum), etc.
(Tableau 3). Les séquences d’ADN consensus reconnues par la CRP™ de E. coli, la CRP™ de
M. tuberculosis, GIxR de C. glutamicum et la CRP' de H. influenzae sont indiquées dans la

Figure 44.
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Figure 44: Les régulateurs transcriptionnels de la sous-famille CRP reconnaissent des
séquences d’ADN conservées au sein de différentes espéces bactériennes (Bai, McCue &
McDonough, 2005; Kohl et al., 2008; Redfield et al., 2005; Shimada et al., 2011).

En accord avec ces résultats, il a été démontré par des expériences de complémentation
hétérologue, que I’expression des génes codant les protéines CRPY® de V. cholerae, Vfr de P.
aeruginosa, CRP™ P. putida, Clp de X. campestris, CRPM de M. tuberculosis, GIxR de C.
glutamicum dans un mutant Acrp™ de E. coli restaure sa capacité a assimiler diverses sources
de carbone ((Soberon-Chavez et al., 2017); Tableau 3). La protéine CRP**® de Streptomyces
coelicolor n’a pas la capacité a fixer une séquence d’ADN similaire a celle de la CRP™, mais

des analyses de modélisation de structure montrent que le domaine de fixation a ’ADN de

110



CRP** a une organisation inhabituelle, suggérant ’existence d’un mécanisme de fixation a
I’ADN différent des autres membres de la sous-famille CRP (Derouaux et al., 2004).

Chez D. radiodurans, 4 genes codant des protéines homologues de la famille CRP/FNR (ddrI,
dr1646, dr2362, and dr0834) ont été identifiés dans son génome.
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ARTICLE 1:

Ddrl, a cAMP Receptor Protein Family Member,
Acts as a Major Regulator for Adaptation of

Deinococcus radiodurans to Various Stresses.
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ABSTRACT The DNA damage response ddrl gene encodes a transcription regulator
belonging to the cAMP receptor protein (CRP) family. Cells devoid of the Ddrl pro-
tein exhibit a pleiotropic phenotype, including growth defects and sensitivity to
DNA-damaging agents and to oxidative stress. Here, we show that the absence of
the Ddrl protein also confers sensitivity to heat shock treatment, and several genes
involved in heat shock response were shown to be upregulated in a Ddrl-dependent
manner. Interestingly, expression of the Escherichia coli CRP partially compensates
for the absence of the Ddrl protein. Microscopic observations of Addrl mutant cells
revealed an increased proportion of two-tetrad and anucleated cells in the popula-
tion compared to the wild-type strain, indicating that Ddrl is crucial for the comple-
tion of cell division and/or chromosome segregation. We show that Ddrl is also in-
volved in the megaplasmid MP1 stability and in efficient plasmid transformation by
facilitating the maintenance of the incoming plasmid in the cell. The in silico predic-
tion of putative Ddrl binding sites in the D. radiodurans genome suggests that hun-
dreds of genes, belonging to several functional groups, may be regulated by Ddrl. In
addition, the Ddrl protein absolutely requires cAMP for in vitro binding to specific
target sequences, and it acts as a dimer. All these data underline the major role of
Ddrl in D. radiodurans physiology under normal and stress conditions by regulating,
both directly and indirectly, a cohort of genes involved in various cellular processes, in-
cluding central metabolism and specific responses to diverse harmful environments.

IMPORTANCE Deinococcus radiodurans has been extensively studied to elucidate the
molecular mechanisms responsible for its exceptional ability to withstand lethal ef-
fects of various DNA-damaging agents. A complex network, including efficient DNA
repair, protein protection against oxidation, and diverse metabolic pathways, plays a
crucial role for its radioresistance. The regulatory networks orchestrating these vari-
ous pathways are still missing. Our data provide new insights into the crucial contri-
bution of the transcription factor Ddrl for the D. radiodurans ability to withstand
harmful conditions, including UV radiation, mitomycin C treatment, heat shock, and
oxidative stress. Finally, we highlight that Ddrl is also required for accurate cell divi-
sion, for maintenance of plasmid replicons, and for central metabolism processes re-
sponsible for the overall cell physiology.

KEYWORDS Deinococcus radiodurans, CRP family, cAMP signaling, transcription
regulator, heat shock response, plasmid maintenance

he molecular mechanisms contributing to the impressive capacity of Deinococcus
radiodurans to withstand very harmful genotoxic stresses, including ionizing and
UV radiation, desiccation, and reactive oxygen species (ROS), are now well documented
(for recent reviews, see references 1-4). These include very efficient DNA repair mech-

July 2018 Volume 200 Issue 13 e00129-18 Journal of Bacteriology

Received 2 March 2018 Accepted 16 April
2018

Accepted manuscript posted online 23
April 2018

Citation Meyer L, Coste G, Sommer S, Oberto J,

Confalonieri F, Servant P, Pasternak C. 2018.
Ddrl, a cAMP receptor protein family member,
acts as a major regulator for adaptation of
Deinococcus radiodurans to various stresses.

J Bacteriol 200:00129-18. https://doi.org/10
.1128/JB.00129-18.

Editor Ann M. Stock, Rutgers University-Robert
Wood Johnson Medical School

Copyright © 2018 American Society for
Microbiology. All Rights Reserved.

Address correspondence to Cécile Pasternak,
cecile.pasternak@unilim.fr.

* Present address: Cécile Pasternak, Université
Limoges, INSERM, CHU Limoges, UMR 1092,
Limoges, France.

P.S.and C.P. are co-senior authors.

jb.asm.org 1

1sanb Aq 8T0Z ‘Tz 1eqwaidas uo /Bio wse ql//:dny wolj papeojumoq


https://doi.org/10.1128/JB.00129-18
https://doi.org/10.1128/JB.00129-18
https://doi.org/10.1128/ASMCopyrightv2
mailto:cecile.pasternak@unilim.fr
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1128/JB.00129-18&domain=pdf&date_stamp=2018-4-23
http://jb.asm.org
http://jb.asm.org/

Meyer et al.

anisms encoded by D. radiodurans to reassemble an intact genome from hundreds of
DNA fragments (5-7) and a compact structure of the nucleoid maintained after
irradiation which may favor DNA double-strand break (DSB) repair by avoiding disper-
sion of DNA fragments (8, 9). D. radiodurans also possesses very efficient ROS detoxi-
fication pathways, including both enzymatic and nonenzymatic systems (for reviews,
see references 2 and 10) and protects its genome by limiting iron import and concom-
itant Fenton reactions (11). In addition, the radiation-resistant Deinococcus species
share an upregulation of specific DNA damage response (ddr) genes following irradi-
ation or desiccation (12). Recently, a screening of a transposon insertion mutant library
exposed to different genotoxic stresses has identified a combination of various meta-
bolic and structural functions involved in the extreme radioresistance of D. radiodurans
(13). Nevertheless, the regulatory networks orchestrating these various pathways re-
main to be elucidated.

Although D. radiodurans encodes two homologues of the Escherichia coli SOS
response LexA repressor, LexA1 and LexA2, with self-protease activity stimulated by a
mechanism requiring RecA, the physiological targets of these two potential repressors
are still unidentified (14-16). Instead, another regulation pathway involving the IrrE
metalloprotease and its cognate substrate, the DdrO repressor, has been shown to play
a major regulatory role after exposure to ionizing radiation in both Deinococcus deserti
(17) and D. radiodurans (18, 19). The IrrE metalloprotease from D. deserti cleaves the
DdrO protein in response to gamma-ray exposure, allowing the induction of genes
involved in DNA DSB repair (17). This pathway controls the radiation desiccation
response (RDR) regulon, shared by several Deinococcus species (20, 21), and a regula-
tory RDR motif (RDRM) palindromic sequence was found upstream of the coding
sequence of the RDR regulon members. In D. radiodurans, this regulon includes at least
recA, gyrA, and Deinococcus-specific genes, like the ddrB, pprA, and ddrC genes. ddrB
encodes an essential function for the single-strand annealing (SSA) repair mechanism
(7, 22). All of these genes are repressed by DdrO in the absence of any genotoxic stress
(18, 23, 24).

Another transcriptional regulator, DrRRA, crucial for the extreme resistance of D.
radiodurans to gamma and UV irradiation, H,O, exposure, and desiccation has been
identified (25). It belongs to the response regulators of two-component systems, but its
cognate histidine kinase is still unknown. Transcriptome analyses of the AdrRRA mutant
revealed impaired induction of numerous genes after gamma-ray exposure, including
recA, pprA, and uvr (ultraviolet radiation) DNA repair genes; katA and katE, encoding
catalases; sodA and sodC, encoding superoxide dismutases; and genes encoding thi-
oredoxin and ferritin/Dps-like proteins (25).

The ddrl gene (dr0997) was initially identified by transcriptome analyses of D.
radiodurans as induced 4-fold following gamma-ray exposure (3 kilogray [kGy]) and
11-fold after desiccation (12). We have recently demonstrated that inactivation of ddr!
by transposon insertion sensitizes D. radiodurans to gamma and UV irradiation, mito-
mycin C (MMC), and H,0, (13). Yang et al. confirmed that a deletion of the ddrl gene
sensitizes cells to these harmful conditions, suggesting an important role of Ddrl in the
cellular response of D. radiodurans to DNA damage and oxidative stress (26). Moreover,
the absence of Ddrl results in slow bacterial growth (26). The transcription of ddrl is
induced by the response regulator DrRRA following gamma irradiation, and purified
DrRRA binds to the ddrl promoter region (25). The Ddrl protein exhibits typical features
of the transcription factors belonging to the cAMP receptor protein (CRP) family,
including an effector cyclic nucleotide monophosphate (c(NMP)-binding domain at the
N-terminal end, and a helix-turn-helix (HTH) DNA-binding domain at the C-terminal end
(26). In E. coli, the expression of several dozen genes is regulated by CRP, including
many genes involved in central carbon metabolism and transport of various metabo-
lites (27). In D. radiodurans, it has been shown that the transcription of 18 genes
encoding proteins mainly involved in metabolic pathways or DNA repair mechanisms
is directly regulated by the Ddrl protein (26).

In this study, we showed that the E. coli CRP can partially restore resistance to
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FIG 1 The Addrl mutant displays severe growth defects partially complemented by the expression of the
E. coli CRP. GY9613 (wild type [WT]), GY13630 (Addrl mutant), GY13643 (Addrl/ddrl* complemented
strain), and GY13644 (Addrl/crp™ mutant) strains were grown at 30°C in TGY2X medium (supplemented
with spectinomycin and 1 mM IPTG for the GY13644 strain). The Ay, values of the cultures were
measured and generation times calculated from 3 independent experiments.

DNA-damaging agents and oxidative stress and complements the growth defect of D.
radiodurans cells devoid of the Ddrl protein. The in silico prediction of potential Ddrl
binding sites in the D. radiodurans genome suggests that hundreds of genes, belonging
to several functional groups, may be regulated by Ddrl. We showed that Ddrl is
involved in the heat shock response, regulation of cell division and/or chromosome
segregation, stability of the megaplasmid MP1, and efficient plasmid transformation by
facilitating the maintenance of the incoming plasmid in the cell. Moreover, we dem-
onstrate that Ddrl absolutely requires cAMP for in vitro binding to its specific DNA
target and acts as a dimer. All these data underline the important regulatory role of Ddrl
in the adaptation of D. radiodurans to various stresses.

RESULTS

The ddrl locus is transcribed as a monocistronic unit. The ddrl locus dr0997 is
located 178 bp upstream of a putative operon starting from dr0998 and ending at
dr1000 (see Fig. S1 in the supplemental material), putatively encoding a member of the
multiresistance and pH adaptation (MRP) family, a putative transcription regulator, and a
2'-5" RNA ligase, respectively. Whereas a stem-loop structure forming a Rho-independent
transcription terminator was found downstream of dr1000, there was no evidence for the
presence of such a transcription terminator in the intergenic region between dr0997 and
dr0998. To test if a ddrl deletion interferes with the expression of downstream genes, we
assessed the presence of a putative operon from dr0997 to dr1000. The reverse
transcription-PCR (RT-PCR) products for each coding sequence, as well as fragments
overlapping dr0998 and dr0999 or dr0999 and dr1000, were amplified using cDNA
synthesized from total D. radiodurans RNA as the template. No RT-PCR product was
detected with one primer located in dr0997 and the other in dr0998, whereas an
internal fragment of dr0997 was efficiently amplified (Fig. S1). Moreover, RT-PCR prod-
ucts beginning in dr0998 and ending in dr0999 or beginning in dr0999 and ending in
dr1000 were amplified when dr0997 was deleted (Fig. S1). Therefore, dr0997 appeared
to be transcribed as a monocistronic unit, upstream of the operon starting from dr0998
and ending at dr7000.

Expression of the E. coli CRP partially complemented growth defects and
sensitivity to various stresses of the D. radiodurans ddrl deletion mutant. As
previously shown by Yang et al. (26), the Addrl null mutant exhibited a dramatic growth
deficiency fully complemented by expression of the Ddrl protein (Fig. 1). Interestingly,
we show here that trans expression of the E. coli CRP in cells devoid of the Ddrl protein
resulted in a partial restoration of growth, with cells exhibiting a doubling time of 195
(*=6) min compared to 304 (=10) min for the Addrl mutant strain and 120 (*=9) min for
the wild-type parental R1 strain when cultivated under standard growth conditions (Fig.
1). We also show that heterologous expression of the E. coli CRP in the Addrl mutant
partially restored resistance to genotoxic agents, such as MMC and ultraviolet radiation
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FIG 2 Expression of E. coli CRP in the Addrl mutant partially restores resistance to UVC, mitomycin C (MMC),
and Paraquat. (A) Sensitivity assays of D. radiodurans to UVC and mitomycin C (MMC). GY9613 (wild type),
GY13630 (Addrl mutant), GY13643 (Addrl/ddrl* complemented strain), and GY13644 (Addrl/crp* mutant)
strains were grown to an Aq, of 1, and appropriate dilutions (top) were spotted onto TGY agar plates
exposed or not exposed to UVC rays (600 J/m?) or MMC (40 ng/ml). TGY agar plates were supplemented
with spectinomycin and 1 mM IPTG for the GY13644 strain. (B) Sensitivity assays of D. radiodurans to
oxidative stress generated by Paraquat. Exponential-phase cultures (Ags, 0.5) of GY9613, GY13630,
GY13643, and GY13644 were spread on TGY plates or TGY agar plates supplemented with spectinomycin
and 1T mM IPTG for strain GY13644, and 10 ul of Paraquat (at the indicated concentrations, left) was spotted
onto filter paper discs. After incubation at 30°C for 2 days, the diameters of the growth inhibition zones
were measured.

(UVQ) (Fig. 2A), and to oxidative stress, as shown by the diameters of the growth
inhibition zones surrounding discs on which Paraquat (dimethyl-4,4’-bipyridinium
dichloride) was spotted (Fig. 2B). These results strongly suggest that the E. coli CRP
shared several common targets with the Ddrl protein and regulated gene expression to
restore efficient cell growth and resistance to harmful conditions.

In silico prediction of potential Ddrl targets. The complementation experiments
described above suggest a high similarity between the binding sites of E. coli CRP and
the D. radiodurans Ddrl protein. Potential Ddrl sites were therefore predicted using CRP
sites determined experimentally. The E. coli CRP box is characterized by the 5’-TGTG
A-Ng-TCACA-3' consensus sequence (the most conserved bases are underlined) (27).
The DNA motifs recognized by CRP homologs are well conserved among a variety of
bacterial species, including the GIxR factor of Corynebacterium glutamicum (28), the CRP
of Mycobacterium tuberculosis (CRP,,,) (29), and the CRP of Haemophilus influenzae (30)
(Fig. S2). CRP and related regulators are able to recognize and bind to relatively
divergent sites, reflected by the relatively low informational content of their consensus
sequence.

The in silico prediction of potential Ddrl targets in the D. radiodurans genome was
performed using the Fast Investigation Tool for Bacterial and Archeal Regulons (FITBAR)
Web tool (http://archaea.u-psud.fr/fitbar/) (31) dedicated to the identification of specific
protein-DNA-binding sites on fully sequenced prokaryotic genomes. For this analysis,
we used the “CRP-E. coli” matrix, which contains the set of 166 intergenic CRP target
sites listed in RegulonDB (http://regulondb.ccg.unam.mx/), identified by genomic
SELEX (27), and experimentally validated. The information carried by the compilation of
these 166 CRP binding sites weighs only 7.29 bits, as calculated according to Schneider
et al. (32).

A total of 176 sites located upstream of genes at distances <650 bp were found in
intergenic regions (Table S1). These potential Ddrl targets may regulate the expression
of hundreds of genes, including monocistronic units or genes belonging to operons
located downstream of these putative Ddrl targets, and at least 68 divergent genes
indicated in Table S1 (Hua and Hua [33]; GenBank accession numbers CP015081.1 to
CP015081.4). These target genes are clustered into several functional categories, in-
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cluding DNA replication and repair, responses to oxidative stress and heat shock, signal
transduction, carbohydrate metabolism, and transport, cell wall biogenesis, and lipid
metabolism (Table S1). A matrix based on the set of these 176 potential Ddrl sites was
used in a second prediction to increase the informational content of the consensus
sequence to 9.32 bits. With this additional information, 115 sites located upstream of
genes at distances <650 bp were found in intergenic regions (Table S2). Among these
115 sites, 96 were among those present in Table S1, and 19 new sites were found when
the 176 D. radiodurans binding sites were used to build the matrix.

We then defined a D. radiodurans consensus sequence [5'-TGTGA(Ng)TCACA-3'] (the
palindromic sequence found in the consensus sequence is underlined) extrapolated by
FITBAR from the 115 putative Ddrl binding sites described in Table S2 (Fig. 3A). To
assess the biological significance of this consensus sequence, we tested the ability of
Ddrl protein to bind to an 80-bp fragment containing, at position 33, the 5'-TGTGAA
AAAACTCACA-3' sequence related to the Ddrl putative recognition sequence. For this
purpose, we performed electrophoretic mobility shift assay (EMSA) analysis using a
purified Ddrl protein containing an N-terminal His, tag, shown to be able to comple-
ment in vivo Addrl mutant deficiencies (Fig. S3). We found that a band shift is observed
using the Hisg::Ddrl protein, even in the presence of a large amount of a poly(dI-dC)
competitor, but only when cAMP was added, as commonly observed for many E. coli
CRP homologs (Fig. 3B). We also tested the binding of the His,::Ddrl protein to a variant
of this consensus sequence (5'-TGTTAAAAAACTTACA-3') (the nucleotides different
from those found in the consensus sequence are indicated in bold), which is present in
the promoter region of the sodC (dr1546) gene, listed in Tables S1 and S2, and showed
that the Hisg:Ddrl protein also bound to this variant (Fig. S4).

The putative Ddrl recognition sequence being palindromic, we tested the ability of
the Ddrl protein to form dimers and any involvement of cAMP in the dimerization
process. We observed that Ddrl was able to form dimers without the requirement of
cAMP (Fig. 3C).

The Ddrl regulon includes genes involved in response to heat shock. The ddr/
gene was previously found among the 25 most highly upregulated genes upon heat
shock treatment, as determined by microarray analysis (34). We therefore chose to
investigate the effect of a ddrl deletion on the sensitivity of D. radiodurans to heat shock
treatment. We found that cell viability decreased 1,000-fold in the absence of Ddrl at
37°C, compared to wild-type cells grown under the same conditions, and cells devoid
of Ddrl were unable to grow at 39°C (Fig. 4A). The thermosensitive phenotype of the
Addrl mutant was completely suppressed by the expression of a chromosomal ectopic
ddrl gene and, to a lesser extent, by plasmid-based expression of the heterologous CRP
from E. coli (Fig. 4A). Compared to the wild-type strain, the expression of the ddrl gene
was shown to decrease in a drRRA mutant after DNA-damaging treatment (25). There-
fore, the expression of Ddrl was studied by Western immunoblot analyses of cell
extracts from the R1 or AdrRRA mutant strain expressing the Ddrl-FLAG-tagged protein
when bacteria were exposed to heat shock. We also verified the functionality of the
Ddrl-FLAG protein to complement the ddrl deletion in vivo (Fig. S3). The expression of
the Ddrl-FLAG protein was induced in response to heat shock (0.5 or 1 h at 48°C) in the
wild-type background, whereas in the AdrRRA mutant, the Ddrl-FLAG protein was
undetectable at 30°C, as well as after heat shock treatment, indicating a DrRRA-
dependent expression of the Ddrl protein (Fig. 4B). Thus, we tested the heat sensitivity
of cells devoid of DrRRA and found that they also exhibited a thermosensitive pheno-
type at 39°C (Fig. 4A).

To test a possible Ddrl-dependent expression of heat shock genes, we compared the
target genes of Ddrl predicted in silico (Tables S1 and S2) with the genes or proteins
whose expression was found to be increased by heat shock (34, 35). We chose to study
in wild-type and Ddrl-deficient cells at 30°C and after 5 min of incubation of the cells
at 48°C, by quantitative reverse transcription-PCR (RT-gPCR), the expression of genes
that appeared from both approaches. We also included dr0004 in our study since many
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FIG 3 Ddrl needs cAMP for binding a DNA fragment containing the predicted Ddrl binding consensus.
(A) The sequence logo of the putative Ddrl binding site was deduced from the second round of Ddrl
target predictions by using a matrix based on the 115 potential Ddrl binding sites found in the D.
radiodurans genome (Table S2). (B) Electrophoretic mobility shift assays performed with an 80-bp DNA
fragment containing the predicted Ddrl binding site and the recombinant His::Ddrl protein (0.5 or 1 uM),
in presence (+) or absence (—) of cAMP (200 uM). (C) Ddrl protein (3 ug) was incubated with 0.05%
glutaraldehyde in the presence or absence of cAMP at a final concentration of 200 wM. After migration,
the gel was stained with Coomassie blue. M, molecular mass marker.

proteins of the Nudix family were found to be induced by heat shock treatment. We
found that dr0001 (dnaN), dr0004 (mutT), dr0219 (ddrF), dr1571, dr1572 (uvrD,), dr1913
(gyrA), dr1974 (lon1), dr2381, drA0319, and drA0369 genes were induced by heat shock
treatment in a Ddrl-dependent manner (Fig. 5 and Table 1), suggesting that they may
be direct targets of the Ddrl regulatory protein (Tables S1 and S2). The dr0219 coding
sequence, not annotated by Hua and Hua (33), was found 43 bp downstream of a
putative Ddrl binding site (5'-TGTTATGTTATATACG-3’) identified by FITBAR when the

July 2018 Volume 200 Issue 13 e00129-18

Journal of Bacteriology

jb.asm.org 6

1sanb Aq 8T0Z ‘Tz 1eqwaidas uo /Bio wse ql//:dny wolj papeojumoq


http://jb.asm.org
http://jb.asm.org/

Ddrl Is Involved in D. radiodurans Stress Responses

A 30 °C 37°C 39°C
10" 102 102 10* 10° 10" 102 1073 10+ 10° 10! 102 103 10* 107
WT® ®© & &€ = @ @ @ a=
IVCZ8 . O @
Addrl / ddr WY T E e
addri/crp @ 8 @ @ & SEETEE o
adrRRA [ EINENETS e @ @ -
B Time during Heat shock (48°C)
WT WT WT AdrRRA AdrRRA AdrRRA
kDa M 0 0,5 1 0 05 1  (hours)
100— e
70 —
55
40—
35—
 — «— DdrlI-FLAG
25—

FIG 4 The Addrl mutant exhibits a highly temperature-sensitive phenotype and induction of Ddrl in response to
heat shock that is dependent on the response regulator DrRRA. (A) Serial dilutions of GY9613 (wild type), GY13630
(Addrl mutant), GY13643 (Addrl/ddrl* complemented strain), GY13644 (Addrl/crp* mutant), and GY13681 (AdrRRA
mutant) bacteria were spotted on TGY agar plates, and the plates were incubated at 30°C, 37°C, or 39°C for 3 to
5 days. (B) Exponential-phase cultures (Aqs,, 0.45) of GY13663 (drRRA™ ddrl-FLAG mutant) and GY13679 (AdrRRA
ddrl-FLAG mutant) bacteria grown at 30°C were transferred to 48°C for 0.5 or 1 h before Western blot analysis with
anti-FLAG antibodies of their protein extracts (10 wg). Time zero corresponds to protein extracts prepared just
before transfer to 48°C.

search was performed on the genome sequence published by White et al. (36). In
contrast, the drA0743 gene predicted to be a Ddrl target (Tables S1 and S2) was highly
induced by heat shock treatment, but in a Ddrl-independent manner (Fig. 5). However,
in the Addrl mutant, the drA0743 gene was 2.5-fold less expressed than in the wild-type
strain at 30°C and after heat shock. We did not observe any induction of dr0950 and
dr0980 after heat shock treatment.

We also tested the expression of a panel of 6 genes (dr0997 [ddrll, dr0349 [lon2],
dr0561, dr1046 [clpB], and dr1082 [IrpA, also called hpf or raiA], and drA0199) previously
shown to be induced by heat shock a minimum of 5-fold in D. radiodurans (34),
described as being not controlled by both Sig1 (an alternative sigma factor) and HspR
(a negative regulator of the heat shock response) proteins (34, 35), and not found in
Tables S1 and S2. As a control, we analyzed the expression of the groEL gene (dr0607),
which is known to be induced by heat shock under the control of Sig1 and HspR (34,
35) and is not found in the list of putative genes controlled by Ddrl (Tables S1 and S2).
We found that groEL was induced by 3.5-fold after 5 min of incubation at 48°C, but in
a Ddrl-independent manner. We confirmed the upregulation of the ddrl gene after 5
min of incubation at 48°C (Fig. 5) (34), and we showed that drA0799 was induced
independently of the Ddrl protein, whereas dr0349, dr0561, dr1046, and dr1082 were
induced by heat shock treatment in a Ddrl-dependent manner (Fig. 5 and Table 1). The
expression of these 4 genes may be indirectly regulated by the Ddrl protein. The dr0178
gene, belonging to a transposable element of the 1S200/1S605 family, was also reported
to be upregulated 5.9-fold after heat shock treatment (34). As previously shown, the
standard R1 ATCC 13939 strain used in our study only contains one active copy of an
1S200/15605 family member, called I1SDra2F, while the second copy is inactive (37). This
is in contrast with the first published complete genome sequence of D. radiodurans
(36), in which 7 complete I1SDra2 copies and one partial ISDra2 copy were reported (38).
The gene corresponding to dr0178 in ISDra2F is dr1651 (tnpB) (39, 40). Thus, we tested,
by RT-gPCR, the effect of Ddrl deficiency on heat shock induction of both dr1657 (tnpB)
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FIG 5 Ddrl is important for transcriptional heat shock induction of several genes. GY9613 (wild type, dark-gray bars) and GY13630 (Addrl mutant,
light-gray bars) strains were grown to Ag, of 0.5 at 30°C and transferred or not transferred to 48°C for 5 min before extraction of total RNA. Expression
values at 48°C relative to 30°C were determined and were normalized to the expression values of reference genes tuf1 (dr0309) and recN (dr1477), as
described in Materials and Methods. Error bars represent the standard deviations of the results from triplicate qRT-PCRs from three or four biological
replicates.

and dr1652 (tnpA) genes belonging to the same operon and encoding a negative
regulator of ISDra2 transposition and the ISDra2 transposase, respectively. We found
that both ISDra2 genes were highly induced by heat shock treatment and that this
induction required Ddrl (Fig. 5).
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TABLE 1 Main putative Ddrl targets, sorted by their function in DNA metabolism or stress responses?

Functional group and gene

identified by Hua and Hua Gene identified by FITBAR FITBAR Heat
(33) White et al. (36) Function CRP® Ddrl¢ shockd
Replication, recombination,
and repair
A2G07_00390 DR0001 DnaN, DNA polymerase Il beta-subunit X X X
A2G07_00380 — DdrC, DNA damage response protein X X
A2G07_00375 DR0004 MutT, Nudix family protein X X X
A2G07_00040 DR0070 DdrB, DNA damage response protein X X
A2G07_13010 DR0100 SSB, single-stranded DNA-binding protein X X
— DR0219 DdrF, DNA damage response protein X
A2G07_11420 DR0423 DdrA, DNA damage response protein X X
A2G07_05720 DR1572 UvrD,, DNA helicase X X X
A2G07_04095 DR1902 RecD, exodeoxyribonuclease V subunit X
A2G07_04045 DR1913 GyrA, DNA gyrase subunit A X X X
A2G07_13525 DRAO0001 ParA, chromosome-partitioning protein X X
Stress response and
chaperones
A2G07_11785 DR0349 Lon2, ATP-dependent protease X
A2G07_10695 DR0561 Periplasmic maltose-binding protein X
A2G07_09290 DR0844 Thioredoxin domain-containing protein X
A2G07_08295 DR1046 ClpB, ATP-dependent protease X
A2G07_08110 DR1082 RaiA, ribosome-associated translation inhibitor X
A2G07_06675 DR1372 Water stress, hypersensitive response domain- X X
containing protein
A2G07_05840 DR1546 SodC, superoxide dismutase X X
A2G07_05725 DR1571 Peptide ABC transporter X X X
A2G07_03765 DR1974 Lon1, ATP-dependent protease X X
A2G07_01670 DR2381 Aldehyde dehydrogenase/enoyl-CoA X X X
hydratase
A2G07_14210 DRA0146 Catalase X X
A2G07_14755 DRA0259 KatE2, catalase X
A2G07_13265 DRA0319 Urease beta/gamma-subunit X X X
A2G07_13520 DRA0369 Hypothetical protein X X X
Regulation of transcription and
signal transduction
mechanisms
A2G07_09790 DR0743 DNA-binding response regulator X X
A2G07_09785 DR0744 Two-component sensor histidine kinase X
A2G07_04605 DR1797 Transcription termination/antitermination X X
protein NusA
A2G07_04050 DR1912 Protein tyrosine phosphatase X X
A2G07_00810 DR2556 Response regulator X
A2G07_00435 DR2629 PadR family transcriptional regulator X X
A2G07_13430 DRA0350 Histidine kinase X
A2G07_15105 DRB0044 Diguanylate cyclase X X

a—, not correctly annotated.

bGenes proposed by FITBAR to be regulated by Ddrl using as a matrix the 166 CRP binding sites identified in the E. coli genome (Table S1).

<Genes proposed by FITBAR to be regulated by Ddrl using as a matrix the 176 putative Ddrl binding sites identified in the D. radiodurans genome (Table S2).
9Genes induced by heat shock treatment in a Ddrl-dependent manner (Fig. 5).

Taken together, these results confirm the direct or indirect Ddrl-dependent regula-
tion of several key components of the heat shock regulon, in agreement with the
thermosensitive phenotype of the Addrl mutant.

Ddrl is involved in completion of cell division, genome segregation, and
stability of the MP1 megaplasmid in D. radiodurans. D. radiodurans cells depleted
for Ddrl were analyzed by fluorescence microscopy at three different growth states,
exponential (Agso, 0.3), transitional (Agso, 1.5), and stationary (Agso, 3.5) phases. The
absence of the Ddrl protein in exponentially growing D. radiodurans cells led to 55.2%
(544/986) of the cells belonging to tetrads versus 34.5% (252/730) for the R1 strain (Fig.
6 and S5). Surprisingly, in the absence of Ddrl, structures containing 8 cells (two-
tetrads), representing 2.4% of the exponentially growing cells (24/986), were observed,
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FIG 6 Ddrl is required for the regulation of cell division and/or genomic DNA segregation. (A) Fluorescence microscopy analyses of the cell shape of exponential
(Agsor 0.3), transitional (Agso, 1.5) and stationary (Ags,, 3.5) phases cells from GY9613 (wild type) and GY13630 (Addr/ mutant) strains. The percentage of cells
found in dyads (2 cells, blue), tetrads (4 cells, red) and two-tetrads (8 cells, green) are illustrated in the pie charts. Two-tetrads are indicated by green arrows.
(B) Membranes were stained with FM4-64 (red) and nucleoids with DAPI (green). Anucleate cells are indicated by yellow arrows. n represents the total number
of cells examined.

and their proportion increased dramatically at transitional- and stationary-growth
phases to reach 36.7% (480/1,308) and 78.0% (1,336/1,712) of the cells, respectively. In
contrast, the proportion of wild-type cells belonging to the two-tetrads was very low,
these structures being undetectable during exponential growth, and only 2.6% (32/
1,246) of them were present at stationary phase. Moreover, the proportion of Addrl
mutant cells belonging to dyads decreased rapidly during the cell cycle and dropped
to 1.6% (28/1,712) at stationary phase (Fig. 6 and S5). These results suggest a putative
role of the Ddrl protein in the completion of D. radiodurans cell division.
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A putative DdrI binding sites
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FIG 7 The absence of the Ddrl protein reduces the maintenance of the MP1 megaplasmid in D. radiodurans. (A) Putative
Ddrl binding sites located upstream of genes related to DNA replication and segregation of the MP1 megaplasmid are
indicated. The Ddrl binding sites potentially involved in transcriptional regulation of drB0745 gene and of the divergently
transcribed drB0001-drB0002 operon are indicated by brackets. (B) Aliquots of GY13673 (ddrl* AdrC0017%Qcat), GY13674
(Addrl AdrC0017€Qcat), GY13696 (ddrl* AdrB0121Q)cat), and GY13697 (Addrl AdrB0121{)cat) cells containing either CP1Qcat
(left) or MP1Qcat (right) were grown for 10 generations in TGY2X liquid medium without selection pressure (see Materials
and Methods). Appropriate dilutions were then plated on both TGY agar and TGY agar plates supplemented with
chloramphenicol to determine the proportions of cells harboring either MP1Qcat or CP1Qcat. The proportions of
chloramphenicol-resistant cells are the averages of the results from at least three independent experiments.

Interestingly, during exponential growth, 7.6% (15/197) of Addrl mutant cells were
found to be anucleated, compared to <0.5% (<<1/202) for the R1 wild-type cells. This
phenotype was even more pronounced during the transitional- and stationary-growth
phases, where 15.4% (32/208) and 25% (53/212) of the Addrl anucleate cells were
observed, compared to <0.5% (<1/210) and 4% (8/201) for the R1 wild-type cells,
respectively. These results suggest that Ddrl may also be implicated in the regulation
of genes involved in chromosome segregation. The drB07145 gene encoding a putative
plasmid replication initiator protein and the divergently transcribed operon encom-
passing the drB0001 and drB0002 genes annotated as encoding a ParA ATPase involved
in chromosome partitioning and a protein of the ParB family, respectively, share two
putative overlapping Ddrl binding motifs (Fig. 7A and Tables S1 and S2). To compare
the maintenance of the MP1 megaplasmid harboring these genes in wild-type and
Addrl mutant cells, we introduced a cassette expressing resistance to chloramphenicol
into the drB0121 gene located on the MP1 replicon and previously shown to be
inactivated without any effect on growth (13). We found that the proportion of
chloramphenicol-resistant (Cm") cells containing the MP1 megaplasmid diminished to
24% after 10 generations in the Addrl mutant when cells are grown without selection
pressure, whereas the megaplasmid was stably maintained in wild-type cells (Fig. 7B).
In contrast, when the Cm" cassette was introduced into the drC0017 gene of the CP1
plasmid, the proportion of Cm" cells after 10 generations did not decrease (Fig. 7B).
These results indicate that Ddrl participates in the maintenance of the MP1 mega-
plasmid.

July 2018 Volume 200 Issue 13 e00129-18

Journal of Bacteriology

jb.asm.org 11

1sanb Aq 8T0Z ‘Tz 1eqwaidas uo /Bio wse ql//:dny wolj papeojumoq


http://jb.asm.org
http://jb.asm.org/

Meyer et al.

A Genomic DNA B p11559 plasmid DNA
102+ ,
? L:; 10°
15) D
g S 10°
g g
Lg 1034 (i 105
[=]
% % 10%
é 10 g 107
T 105
Addrl Addrl
C p11559 plasmid maintenance
2
o)
Q
& 1 T
a,
A
= 40
]
O\o | t

Addrl Addrl | crp*

Journal of Bacteriology

FIG 8 Deletion of ddrl dramatically reduces p11559 plasmid transformation frequency in D. radiodurans. (A and B)
GY9613 (wild type) and GY13630 (Addrl mutant) competent cells were transformed with 300 ng of genomic DNA
from the GY11733 strain (conferring rifampin resistance) (A) or 300 ng of p11559 plasmid DNA (conferring
spectinomycin resistance) (B). Appropriate dilutions of the transformation mixtures were plated on TGY agar plates
to determine the number of viable cells, and on TGY agar plates supplemented with rifampin or spectinomycin to
determine the number of transformants. The transformation frequencies were calculated as the number of
transformants divided by the number of viable cells in the transformation mixture. The values are the averages of
the results from at least three independent experiments. (C) Aliquots of GY14142 (ddrl*), GY13670 (Addrl) and
GY13644 (Addrl crp*) cells harboring the p11559 plasmid were grown for 10 generations in TGY2X liquid medium
without selection pressure. Then, appropriate dilutions were spread on both TGY agar and TGY agar plates
supplemented with spectinomycin to calculate the proportions of spectinomycin-resistant cells harboring p11559.

The values are the averages of the results from at least three independent experiments.

All the morphological defects observed in cells devoid of Ddrl were increased in
stationary phase. Thus, we analyzed by Western blotting the expression of the Ddrl-
FLAG protein in exponential, transitional, and stationary phases of growth, and we
showed that the expression of Ddrl was highly induced at stationary phase in a
DrRRA-dependent manner (Fig. S6), suggesting an important role of Ddrl at this growth
phase.

Ddrl is required for plasmid p11559 maintenance in D. radiodurans. During our
strain constructions, we observed that transformation was less efficient in Addrl mutant
bacteria. Thus, we analyzed the effect of the absence of Ddrl protein on DNA trans-
formation in D. radiodurans. As shown in Fig. 8A, the deletion of ddrl moderately
decreased chromosomal DNA transformation frequency (approximately 5-fold) but
dramatically affected the plasmid DNA transformation efficiency. Indeed, the transfor-
mation frequency of the p11559 plasmid (41), conferring spectinomycin resistance,
dropped 20,000-fold in cells devoid of Ddrl compared to wild-type cells (Fig. 8B). These
observations suggest the requirement of Ddrl for efficient overall DNA transformation
or for replication and/or maintenance of plasmid p11559 in D. radiodurans.

During the natural DNA transformation process in D. radiodurans, only one strand of
incoming DNA is transported into the cytoplasm. Bouthier de la Tour et al. (7) previously
demonstrated that the reconstitution of an intact plasmid by single-strand annealing
(SSA) requires the DdrB protein, likely through its single-strand annealing activity. To
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test whether Ddrl regulates ddrB gene expression, we analyzed, by Western blotting,
the cellular level of DdrB-FLAG-tagged protein expressed in R1 strain and in the Addr!
mutant. As shown in Fig. S7A, the absence of Ddrl protein results in a significant
increase in the DdrB-FLAG protein level. This result suggests that Ddrl negatively
regulates the expression of ddrB, in accordance with the location of its putative binding
site downstream of the ddrB promoter and overlapping the RDRM recognized by the
DdrO repressor (Fig. S7B) (18). Therefore, the strong reduction in plasmid DNA trans-
formation efficiency in the Addrl mutant may be related to a defect in stable plasmid
maintenance rather than impairment of the SSA process. To test this hypothesis, we
analyzed the maintenance of the p11559 plasmid in the Addrl mutant (p11559) and R1
(p11559) strains grown for 10 generations without selection pressure. As shown in Fig.
8C, the spectinomycin-resistant (Spc") population of cells harboring plasmid p11559
diminished from 89.7% in the wild-type strain to approximately 10% in the Addrl
mutant after 10 generations. Interestingly, the induced plasmid-based production of E.
coli CRP in the Addrl mutant bacteria resulted in an intermediate 57% proportion of
Spcr cells after growth without any selection pressure for 10 generations. These results
suggest that some putative Ddrl target sites, located on plasmid p11559 or on the
whole genome of D. radiodurans, may be involved in stable maintenance of plasmid
p11559 and are shared with the E. coli CRP.

DISCUSSION

To date, approximately 100 genes have been annotated as encoding transcriptional
regulators and transcription factors in the D. radiodurans genome, but only a few of
them have been functionally studied. Cells devoid of the Ddrl protein, a transcription
regulator of the CRP family, display a pleotropic phenotype including growth defects
under laboratory standard conditions, sensitivity to genotoxic agents, oxidative stress
(13, 26; this work), heat shock treatment, as well as defects in cell division and replicon
stability.

We showed here that the expression of E. coli CRP (CRP,,) in a D. radiodurans Addr!
mutant partially restores growth and resistance to UVC, MMC, Paraquat, and heat shock,
strongly suggesting that Ddrl is a protein belonging to the CRP family, and that both
the CRP,. and Ddrl regulators can share the regulation of several common target genes.
In agreement with this, the alignment of DNA-binding sites previously identified for
several members of the CRP family revealed a consensus sequence among diverse
bacterial species (see Fig. S2 in the supplemental material). These data led us to
perform an in silico prediction of the potential Ddrl targets in the D. radiodurans
genome, using the FITBAR Web tool (31). A pseudopalindromic 5’-TGTGA(N,)TCACA-3’
consensus sequence was extrapolated from the 115 Ddrl candidate target genes
identified (Table S2 and Fig. 3A). This motif is in agreement with binding sites of the
HTH regulator family members, which bind to DNA as dimers. EMSAs showed the
important role played by cAMP for DNA binding on a DNA sequence containing this site
(Fig. 3). These results suggest that Ddrl likely undergoes a conformational change upon
cAMP binding necessary for its DNA binding, as previously shown for E. coli CRP (42-44)
and other CRP family members (45, 46), contrary to the SdrP factor of Thermus
thermophilus, which acts independently of any added effector molecule (47). Although
adenylate cyclases lack a specific signature, making them difficult to predict (48),
DRA0006 was proposed to contain domains that are similar to those of adenylate
cyclases (26). Moreover, D. radiodurans encodes several putative cAMP-binding pro-
teins, and its cAMP intracellular concentration was shown to increase following gamma
irradiation (49), suggesting a potential function of cAMP as a second messenger in D.
radiodurans.

The 115 in silico-predicted Ddrl target genes are involved in various cellular pro-
cesses, including replication and DNA repair, response to oxidative stress and heat
shock treatment, and signal transduction (Table 1), and several genes are similar to
known CRP. targets (particularly those involved in central carbon metabolism, trans-
port of various metabolites, cell wall biogenesis, and lipid metabolism) (Table S2).
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Surprisingly, several putative Ddrl binding sites are distant from the beginning of the
coding sequences (>250 bp). However, we showed that dr2381 is strongly upregulated
(56-fold) after heat shock treatment in a Ddrl-dependent manner (Fig. 5), in spite of the
distance of the putative Ddrl binding site (604 bp) (Tables S1 and S2).

To better understand the sensitivity of the Addrl mutant to heat shock treatment, we
tested, by RT-gPCR, the expression levels of heat shock responsive genes. Here, we
showed that ddrl was induced by heat shock treatment and that the expression of the
Ddrl protein was under the control of DrRRA, even under normal growth conditions.
This control is direct since the DrRRA regulator binds to the promoter region of the ddr/
gene (25). We thus propose that the heat shock stimulus activates a two-component
system consisting of a not-yet-identified histidine kinase and its cognate response
regulator DrRRA (25), which in turn induces the transcription of ddrl. After 5 min at 48°C,
all the genes tested were upregulated in a Ddrl-dependent manner except the drA0799
gene, encoding a nodulation-related protein, and drA0743, encoding a 3-hydroxyacyl-
coenzyme A (3-hydroxyacyl-CoA) dehydrogenase (Fig. 5). A direct Ddrl control is
expected for the genes exhibiting a predicted Ddrl binding site in their upstream
regulatory region (Tables S1 and S2), in contrast to the other genes tested, for which
Ddrl may act indirectly. However, the in silico prediction may not identify targets with
less homology to the consensus sequence, and additional targets may exist in vivo, as
suggested by the binding of Ddrl shown by EMSAs, to sequences located upstream of
different genes not found in Tables ST and S2 (26). Among these sequences, some are
located upstream of dr0997 (ddrl), dr1689 (glgC), dr1819 (uvsE), dr1921 (sbcD), and dr2220
(terB) but contain 7-bp spacers and not 6 bp for CRP,. and the CRP from other bacterial
species (Fig. S2). However, it is important to note that CRP and related regulators are
able to recognize and bind to relatively divergent sites, which are reflected in the very
low informational content of their consensus sequence, and in E. coli, genomic SELEX
experiments also identified new CRP binding sites not predicted in silico (27).

We also showed that Ddrl is involved in the upregulation of tnpA and tnpB, the two
genes of the ISDra2F transposon, in response to heat shock treatment, presumably
indirectly, since no predicted Ddrl target sequence was found in I1SDra2. The subter-
minal stem-loop necessary for ISDra2 transposition (40) has been shown to act as a
transcription terminator, avoiding any transcription readthrough in the IS. We previ-
ously showed that ISDra2F transposition is increased after exposure to ionizing radia-
tion (37, 40) but did not result from an increase in TnpA expression during the 180-min
postirradiation incubation (40). The consequences of the increased expression of the
TnpA transposase and the TnpB negative regulator of transposition upon heat shock
treatment, in the presence of Ddrl, and to a lower extent in the absence of Ddrl (Fig.
5), require further investigations.

We further showed that Ddrl was induced in the stationary phase of growth in a
DrRRA-dependent manner and that Ddrl deficiency leads to a striking increase in
two-tetrad-forming cell subpopulations during the cell cycle, compared to the wild-
type strain, indicating that Ddrl is important for the accurate completion of cell division,
particularly during the stationary phase. Chou and Tan (50) previously showed that the
addition of NaCl could induce 8-, 16-, and 32-cell unit formation and attributed this
phenomenon to the failure of cells to septate after cell wall formation. Once a tetrad
forms during active growth, adjacent pairs seem to separate by delamination. Thus, the
Ddrl protein might regulate some genes involved in this delamination process. Ddrl
deficiency also leads to a striking increase in anucleate cells during the cell cycle,
compared to the wild-type strain, indicating that Ddrl is important for genome segre-
gation. The Par system has been shown in Caulobacter crescentus and Bacillus subtilis to
be required for active chromosome segregation by assisting segregation of the repli-
cation origin (for a review, see references 51 and 52). In D. radiodurans, each genome
replicon, except the CP1 plasmid, has its own Par proteins encoded by parAB operons.
The deletion of parB1 from chromosome | resulted in a significantly higher level of
anucleation than that measured in the wild type (53), a phenotype similar to that
observed for the Addrl mutant. In addition, functional characterization of the partition-
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ing proteins of D. radiodurans suggested the possibility of a role of ParA2, encoded on
chromosome II, in the regulation of cell division by nucleoid compaction at the vicinity
of septum growth (54), and it was proposed that interaction of Par proteins with
divisome proteins may play important roles in genome segregation (55). A predicted
Ddrl target sequence was found 545 bp upstream of the promoter region of the
drA0001-drA0002 operon encoding the ParA, and ParB, chromosome-partitioning pro-
teins (Tables S1 and S2), suggesting that the high anucleation levels observed in the
Addrl mutant may be partly related to a defect in completion of chromosome segre-
gation due to downregulation of the parA,B, operon. In D. radiodurans lacking topo-
isomerase IV (Topo V), its DNA gyrase (encoded by gyrA and gyrB) is expected to ensure
the Topo IV-mediated functions in chromosome segregation, namely, the decatenase
function required for partitioning the daughter chromosomes before cell division (56).
The gyrA gene was shown to contain a putative Ddrl binding site 112 bp upstream of
its coding region (Tables S1 and S2) and to be upregulated in a Ddrl-dependent manner
upon heat shock treatment (Fig. 5). Therefore, the lack of Ddrl may also impair GyrA
expression and thus accurate chromosome segregation.

We demonstrated that Ddrl is required for stable maintenance of the natural MP1
megaplasmid. Two putative Ddrl binding sites were identified upstream of the pro-
moter region of drB0745 (encoding a plasmid replication initiator protein) and the
divergently transcribed operon encompassing the drB0007 and drB0002 genes encod-
ing ParA; and ParBs;, respectively (Fig. 7). Therefore, the involvement of Ddrl in the
stable maintenance of MP1 may be mediated through its positive control of both
drB0145 and parA3B3 operon expression, as suggested above for the parA2B2 operon
expressed by chromosome Il. Unfortunately, as chromosome Il expresses essential
genes, it was not possible to analyze the effect of Ddrl deficiency on its maintenance.
In addition, Ddrl was shown to be required for stable maintenance of the p11559
plasmid (Fig. 8) but not for those of the natural CP1 plasmid. The reduction in p11559
stability may explain the partial complementation of the Addrl mutant by CRP.
expressed from this plasmid, even if the experiments were performed under constant
selection pressure. The p11559 plasmid (41) contains the basic replicon of the deino-
coccal SARK plasmid pUE10 (57), which is different from those of CP1, and both
plasmids likely employ different mechanisms for their own replication, explaining their
different stabilities in the absence of Ddrl.

In conclusion, we propose that Ddrl may regulate, directly or indirectly, a large
variety of genes involved in DNA metabolism, DNA repair, response to oxidative stress
or to heat shock, regulation of transcription, and signal transduction (Table 1), as well
as many genes involved in ribosome structure and translation and in various metabolic
pathways (Tables ST and S2). We also showed that this regulator may be involved in cell
division, chromosome segregation, and plasmid stability. The ddrl gene transcription
levels are under the control of the DrRRA response regulator, but Ddrl itself putatively
regulates the expression of other regulators (Tables 1, S1, and S2). Our results indicate
that Ddrl is a major regulator in D. radiodurans, and further studies will better explain
the cascade of regulatory pathways associated with the various phenotypes observed
for a Addrl mutant.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, media, and growth conditions. The bacterial strains used are listed in Table 2. E.
coli strain DH5a was the general cloning host, and strain SCS110 was used to propagate plasmids prior
to their introduction into D. radiodurans via transformation (58). All D. radiodurans strains were deriva-
tives of strain R1T ATCC 13939 and were grown at 30°C in TGY2X liquid medium or tryptone-glucose-yeast
extract (TGY) plates (15). E. coli strains were grown at 37°C in lysogeny broth (LB). Media were
supplemented with the appropriate antibiotics used at the following concentrations: 75 ug/ml specti-
nomycin, 100 ug/ml hygromycin, 6 pg/ml kanamycin, 3.5 ug/ml chloramphenicol, and 25 ug/ml
rifampin for D. radiodurans and 50 pug/ml spectinomycin, 25 ug/ml kanamycin, and 35 ug/ml chloram-
phenicol for E. coli. The expression of E. coli CRP in D. radiodurans or Hiss:Ddrl in Rosetta (DE3) was
induced by adding 1 mM isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside (IPTG) to the medium. The transformation
of D. radiodurans with genomic DNA, PCR products, or plasmid DNA was performed as previously
described (15).
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TABLE 2 Bacterial strains and plasmids used

Journal of Bacteriology

Strain or plasmid Genotype or other relevant characteristics Source or reference
Strains
E. coli
MG1655 K-12 F~ A= ilvG rfb-50 rph-1 Laboratory stock
DH5a supE44 AlacU(p80lacZAM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 Laboratory stock
SCS110 endA dam dcm supE44 A(lac-proAB) (F'traD36 proAB laclaZAM15) Laboratory stock
Rosetta (DE3) F~ ompT hsdS20 gal dcm lacY1 (DE3)/pRARES (Cm")
D. radiodurans
GY9613 ATCC 13939, R1 64
GY11733 Rifr (rpoBA9 Rif")? 41
GY12830 ddrB::spa-cat 7
GY13109 A(ISDra2F)QtetA 40
GY13630 AddriQhph This work
GY13641 AddriQhph A(ISDra2F)QtetA This work
GY13643 AddriQhph A(ISDra2F)QtetAQP 4 ,:ddrl-cat This work
GY13644 AddriQhph/p14750 This work
GY13645 AddriQP 4, :his6::ddrl-kan This work
GY13653 AddriQhph ddrB::spa-cat This work
GY13663 ddrl:flag-cat This work
GY13670 AddriQhph/p11559 This work
GY13673 AdrC0017Qcat This work
GY13674 AddriQhph AdrC0017CQcat This work
GY13679 AdrRRAQhph ddrl:flag-cat This work
GY13681 AdrRRAQhph This work
GY13696 AdrB0121Qcat This work
GY13697 AddriQhph AdrB0121Qcat This work
GY14142 R1/p11559 This work
Plasmids
p11086 Source of P, ::kan cassette Laboratory stock
p11559 Expression vector; P, -term116, P, ,:lacl, Spc™ in E. coli and D. radiodurans 41
p12625 Source of P, ::hph cassette Laboratory stock
p12723 Source of flag-cat cassette This work
p14738 pET28a; Pry,iHisg:ddrl-termT7 This work
p14750 p11559; P,,ccrp-term116 This work
pPS6 Source of P, ucat cassette 65
pET28a PET expression system, Pr,,.., N-terminal Hisg tag Novagen

aRifr, rifampin resistant.

Construction of D. radiodurans mutant and tester strains. GY13630 Addrl, GY13681 AdrRRA,
GY13673 AdrC0017, and GY13696 AdrB0121 mutant strains were constructed by replacement of the
corresponding locus with the appropriate antibiotic resistance cassette using the tripartite ligation
method (41). The GY13674 AdrC0017 Addrl and GY13697 AdrB0121 Addrl double-mutant strains were
constructed by transforming the AdrC0017Qcat and AdrB0121Qcat single mutants, respectively, with
genomic DNA from the GY13630 AddriQhph strain. The Addrl mutant, expressing an ectopic ddrl gene
under the control of its own promoter, was constructed by replacement of the tetA gene in the GY13641
AddriQhph AISDra2FQtetA strain, with a fragment encompassing the P,,-ddrl and the Cm" cassette. The
D. radiodurans strain GY13663, expressing the Ddrl protein fused to a FLAG tag at the C terminus
(Ddrl-FLAG), was constructed using the tripartite ligation method (41). The Addrl mutant strain GY13653
expressing the DdrB-SPA protein and the AdrRRA mutant strain GY13679 expressing the Ddrl-FLAG
protein were obtained by transforming the GY13630 Addrl or the GY13681 AdrRRA strain with genomic
DNA from GY12830 and GY13663 expressing the appropriate tagged proteins, respectively. To assess the
functionality of the Hisg:Ddrl-tagged protein, GY13645 expressing the Hisg:Ddrl-tagged protein was
constructed by replacement of the ddr/ locus with a fragment encompassing the ddrl coding sequence
fused to a Hisg tag at the N terminus and the kanamycin resistance (Kan") cassette. The purity of the
strains was systematically confirmed by diagnostic PCR and sequencing (see Fig. S8A and B for the
genetic structure and the purity of the Addrl mutant and Fig. S8C and D for those of AdrC0017Qcat,
AdrC0017Qcat Addrl, AdrB0121€Qcat, and AdrB0121Qcat Addrl mutants). The oligonucleotides used for
strain construction and diagnostic PCR will be provided on request.

DNA manipulations. Plasmid DNA was extracted from E. coli using the NucleoSpin plasmid miniprep
kit (Macherey-Nagel). D. radiodurans chromosomal DNA was isolated as described previously (59). PCRs
were carried out with Phusion DNA polymerase (Thermo Scientific) to amplify fragments subsequently
used for cloning, or with GoTaq Flexi DNA polymerase (Promega) for diagnostic PCR. PCR products were
purified using the PCR cleanup kit (Macherey-Nagel).

Plasmid construction. The crp coding sequence was amplified by PCR using genomic DNA from E.
coli strain MG1655 as the template. The PCR fragment was digested by Ndel and Xhol and ligated into
the expression vector p11559, resulting in plasmid p14750 expressing crp under the control of the P,
promoter inducible by IPTG.
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The ddrl coding sequence was amplified by PCR using genomic DNA of the wild-type GY9613 strain
as the template. The PCR fragment was digested by Ndel and Xhol and ligated into the expression vector
pET-28a (Novagen). The resulting p14738 plasmid expresses the Ddrl protein fused to a His, tag at the
N terminus under the control of the T7 lac promoter inducible by IPTG.

Hisg::Ddrl-tagged protein purification. The p14738 plasmid, expressing the Hisg:Ddrl-tagged
protein under the control of the T7 lac promoter, was used to transform E. coli Rosetta (DE3) cells.
Transformants were grown in LB medium supplemented with the appropriate antibiotics at 37°C to an
Agoo Of 0.45, and the expression of the Hisg:Ddrl protein was induced by IPTG at a final concentration of
1 mM for 3 h. Cells were harvested (3,500 X g, 10 min, 4°C), resuspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCI
[pH 7.8], 800 mM NaCl, 5% glycerol, 10 mM imidazole, 0.03% Triton X-100) at a rate of 0.1 ml of lysis buffer
for Agoo Of 1, and disrupted using an ultrasonic cell disrupter (350 W, 3 X 2 min). The cleared lysate was
recovered by centrifugation (13,000 X g, 1 h, 4°C) and mixed gently overnight at 4°C with 1 ml
nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) slurry equilibrated with lysis buffer (0.5 ml bed volume; Qiagen). The
lysate-Ni-NTA mixture was then washed by 5 elution steps with 5 bed volumes of elution buffer (20 mM
Tris-HCI [pH 7.8], 200 mM NaCl, 5% glycerol, and 0.03% Triton X-100) containing increasing concentra-
tions of imidazole (40 mM, 60 mM, 100 mM, 150 mM, and 200 mM). The purity of the Ddrl protein was
verified by SDS-gel electrophoresis, and the protein fraction, eluted in the presence of 150 mM imidazole,
was dialyzed on a PD10 column (GE Healthcare) with equilibration buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.8], 100
mM NaCl, and 30% glycerol), according to the manufacturer’s protocol. Dithiothreitol (DTT) and EDTA
were added at a final concentration of 1 mM, and the Hisg:Ddrl protein was stored at —80°C.

EMSA. A single-stranded Cy5-labeled oligonucleotide (10 uM), 5'-Cy5-CATCAGAAAATGTGTGTCTGG
TGAAGCAGTTTTGTGAAAAAACTCACAGCCTGGGATAGAAAACAGCACTATCACAGCAT-3" (80 nt), contain-
ing a putative Ddrl binding site (bold letters) at position 33, was incubated with the complementary
single-stranded 80-nt oligonucleotide (10 uM) in 10 ul of annealing buffer (40 mM Tris-HCI [pH 7.8], 50
mM NaCl, 20 mM MgCl,). The mixture was heated at 90°C for 10 min and cooled for 3 h at room
temperature. Thirty femtomoles from the resulting double-stranded substrate was incubated for 20 min
at 30°C with recombinant protein Hisg:Ddrl (0.5 or 1 wM) in 15 ul of binding buffer (10 mM Tris HCI [pH
7.8], 20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mg/ml bovine serum albumin [BSA], 10% glycerol) in the
presence or absence of 200 uM cAMP and poly(dl-dC) (13 or 33 ug/ml). The samples were loaded onto
an 8% polyacrylamide (37.5/1 [wt/wt] acrylamide-bisacrylamide) gel in 0.25X Tris-borate-EDTA. After
migration (20 V/cm, 3 h, 4°C), bands were visualized using a phosphorimager (Typhoon Trio imager; GE
Healthcare).

Cross-linking of Ddrl. Three micrograms of the Ddrl protein was preincubated with 0 or 200 uM
cAMP in 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7) at 30°C for 20 min. Then, 0.05% glutaraldehyde was
added or not added and the samples were incubated at 30°C for 30 min in a final volume of 20 ul. After
incubation, 5 ul of 5X Laemmli buffer (312 mM Tris-HCl [pH 6.8], 50% glycerol, 250 mM DTT, 0.1%
bromophenol blue) was added, and the samples were loaded onto a 15% SDS-polyacrylamide gel. After
migration (14 V/cm, 2 h), the gel was stained using Coomassie blue.

Purification of total RNA and cDNA synthesis. Bacteria were grown to an A, of 0.5 at 30°C and
transferred or not transferred to 48°C for 5 min. Then, bacteria (10 ml) were harvested and centrifuged
(3,500 X g, 10 min at 4°C). The pellets were stored at —80°C for 2 h and total RNA were isolated using
the FastRNA Pro Blue kit (MP Biomedicals, Irvine, CA) and the FastPrep-24 instrument, according to the
manufacturer’s protocols. The RNA concentration was measured using the DeNovix DS-11 spectropho-
tometer (SelectScience). One microgram of total RNA was then treated with DNase | amplification grade
(Invitrogen), according to the manufacturer’s instructions, except that 1 ul of DNase | was added every
5 min during the 15-min incubation. RNA purity and integrity were analyzed by 1.4% agarose gel
electrophoresis. Subsequently, 250 ng of RNA was then transcribed into cDNA by reverse transcriptase
using the Maxima first-strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific), according to the manufacturer’s
instructions, in a final volume of 200 wl. The reverse transcriptase negative control, containing all
reagents for the reverse transcription reaction except the Maxima enzyme mix, was carried out to assess,
by quantitative PCR (qQPCR) experiments, genomic DNA contamination of the RNA samples.

qPCR analyses. qPCR assays were performed using 2 ul of cDNA as the template and the iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad), according to the manufacturer’s instructions. For all genes
analyzed, the primer pairs were designed using the IDT PrimerQuest tool (Integrated DNA Technologies)
and will be provided upon request. The thermal cycling protocol used on the Bio-Rad CFX 96 real-time
PCR detection system was 1st step, 95°C for 2 min; 2nd step, 39 cycles of 95°C for 5 s and 60°C for 30
s; and 3rd step, melt curve from 60°C to 95°C, with an increment of 0.5°C for 5 s. The amplification
specificities were verified by examining the melt curve profile, and the amplification efficiencies were
assayed by generating standard curves (using serial dilutions of the cDNA). All genes tested exhibited the
recommended amplification efficiency of 90 to 110% and R? values of >0.98. qPCR assays performed
using the reverse transcriptase negative control as the template confirmed the absence of genomic DNA
contamination (data not shown). Four candidate reference genes, tufl (dr0309), recN (dr1477), amyE
(dr1472), and hpi (dr2508), were evaluated for their expression stability on all samples by geNorm analysis
(60) (gbase+). The tuf1 (dr0309) and recN (dr1477) genes were validated as reference genes. Expression
values in wild-type and Addrl mutant (GY13630) bacteria after 5 min at 48°C relative to 30°C were
determined for candidate genes and were normalized to the expression values of tuf1 and recN using the
REST 2009 software (http://www.gene-quantification.de/rest-2009.html). RT-qPCRs were performed in
triplicate from three or four biological replicates.

Western blot analysis of tagged proteins Ddrl-FLAG or DdrB-SPA. Exponential-growth cultures
(Agsor 0.45) of bacteria expressing the Ddrl-FLAG protein were grown at 30°C and then transferred to
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48°C, 20-ml aliquots taken at different times (0, 0.5, or 1 h) were centrifuged (3,500 X g, 10 min, 4°C). The
pellets were resuspended in 150 ul of 1X SSC buffer (1X SSCis 0.15 M NaCl plus 0.015 M sodium citrate),
and protein extracts were prepared as previously described (61). Protein concentrations were determined
by Bradford assay (Bio-Rad protein assay dye reagent), and 10 ug of proteins was loaded on 12%
SDS-PAGE gels (stain-free precast gels; Bio-Rad) and transferred onto a polyvinylidene difluoride (PVDF)
membrane (GE Healthcare). The Western blot analyses were performed as previously described (18) with
a 1:5,000 dilution of anti-FLAG rabbit primary antibodies (Thermo Scientific). For an analysis of expression
of DdrB-SPA protein, 20 ml of exponential-growth cultures (A4, 0.5) of GY12830 and GY13653 express-
ing the DdrB-SPA protein was prepared, and 5 ug of proteins was analyzed by Western blot experiments
with a 1:5,000 dilution of anti-FLAG rabbit primary antibodies (Thermo Scientific), as described above.

Sensitivity assays to DNA-damaging agents UVC and mitomycin C. Bacteria were grown in TGY2X
liquid medium to an Ag, of 1 and then serially diluted in TGY2X and spotted on TGY agar plates
supplemented or not supplemented with mitomycin C (40 ng/ml), exposed or not exposed, to UVC rays
(600 J/m?) at a dose rate of 3.5 J/m?/s. TGY agar plates were supplemented with spectinomycin and 1
mM IPTG for strains harboring the p14750 plasmid to induce E. coli crp gene expression.

Sensitivity assay to oxidative stress generated by Paraquat. D. radiodurans strains were analyzed
for their sensitivity to Paraquat-methyl viologen (Sigma-Aldrich) by using the disc inhibition assay, as
follows. Exponential-phase cultures (1.5 ml; Ags,, 0.5) were spread onto TGY plates (supplemented with
spectinomycin and 1 mM IPTG for strain GY13644). Sterilized 6-mm-diameter filter paper discs (Domin-
ique Dutscher) were placed on the agar surface. Then, 10 ul of various concentrations (4, 6, 8, and 10 mM)
of Paraquat (freshly diluted in sterile H,0) was spotted onto each disc. After incubation at 30°C for 2 days,
the diameters of the growth inhibition zones were measured.

Sensitivity to heat shock. Overnight cultures of bacteria were grown at 30°C, serially diluted in
TGY2X, spotted on TGY agar plates, and then incubated at 30°C, 37°C, or 39°C for 3 to 5 days.

Fluorescence microscopy. Cells in exponential-growth (A4, 0.3), transitional-growth (A4, 1.5), and
stationary-growth (A4, 3.5) phases were fixed by adding toluene (3% final concentration) and kept at
4°C overnight. DNA and membranes were stained by incubation with 2 ug/ml 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI; Invitrogen) and 6 ug/ml FM4-64 (Life Technologies) for 5 min at room temperature.
One microliter of the cell suspension (in 10 mM MgSO,) was then immobilized onto 1% agarose-coated
slides and observed by fluorescence microscopy on a wide-field Leica DM RXA microscope. Images were
captured with a 5-MHz Micromax 1300Y charge-coupled-device (CCD) camera (Roper Instruments) with
the appropriate filters and analyzed with the MetaMorph and ImageJ softwares.

In silico prediction of putative Ddrl targets. The in silico prediction of potential Ddrl targets in the
D. radiodurans genome was performed using the Fast Investigation Tool for Bacterial and Archaeal
Regulons (FITBAR) Web tool dedicated to statistically robust predictions of prokaryotic regulons (31). This
analysis was performed on the sequenced D. radiodurans genome (33) by using the 166 binding sites
recognized by the CRP of E. coli (27) as the matrix (see Table S1 in the supplemental material). A total
of 478 putative Ddrl binding sites were found in the D. radiodurans genome and sites located in
intergenic regions at distances of <650 bp were listed (Table S1). The genome of D. radiodurans has a
GC content of 67%, while that of E. coli is 50.8%. Thus, a matrix based on the set of 176 sequences among
the potential Ddrl intergenic targets was used in a second prediction to take this GC content discrepancy
between D. radiodurans and E. coli into account and to increase the informational content of the
consensus sequence; 269 sites were found in the D. radiodurans genome, with a majority (198 sites)
located in intergenic regions, and sites located in intergenic regions at distances <650 bp were listed
(Table S2). Position-specific scoring matrices (PSSM) were generated from the 166 CRP E. coli or the 176
putative Ddrl binding sites (listed in Table S1) using log-odds PSSM (62). Chromosome scanning was
concentrated on the intergenic regions, on both DNA strands, and false positives in the prediction were
discerned by using compound importance sampling (CIS; described in reference 63) as a P value
calculation algorithm. The list of putative Ddrl binding sites (Tables S1 and S2) was sorted by position, and
only predicted sites located from bp —650 to +3 of the downstream coding sequence were conserved.

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental material for this article may be found at https://doi.org/10.1128/JB
.00129-18.

SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 9.6 MB.
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Figure S1. Genetic organization of the ddrl chromosomal region.

A. The coding sequences (CDS) of ddrl (dr0997), dr0998, dr0999, dri000 and dri001 are shown as arrows
indicating their transcription direction. The -35 and -10 putative promoter regions upstream of the coding
sequences of ddrl and dr0998 are boxed. A putative Shine-Dalgarno sequence located upstream of the ddr/ start
codon is indicated in bold characters, and a Rho-independent transcription terminator is shown by the stem-loop
structure downstream of the dr/000 gene. B. RT-PCR analysis of the ddrl chromosomal region. PCR analyses
were performed from two independent biological replicates of R1 wild-type D. radiodurans strain, using genomic
DNA (lane 1), cDNA (lane 2), or total RNA (lane 3) as template and primer pairs designed to amplify either
internal regions of each CDS (I, II, III, and IV) or regions overlapping two genes (V, VI and VII). C. RT-PCR
analysis of the dr0998-dr0999-dri1000 region in the Addrl mutant. The predicted sizes of each PCR amplicon

deduced from the genome sequence are indicated at each position.
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Figure S2. Conservation of DNA sequences recognized by transcription factors belonging
to the CRP family.
Sequence logos of the E.coli CRPg. (1), the M. tubercolusis CRPwm:(2), the C. glutamicum GIxR

(3) and the H. influenzae CRP (4) binding sites are shown.
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Figure S3. In vivo functionality assays of Hise¢- or FLAG-tagged DdrI proteins.

GY9613 (wild type), GY 13630 (Addrl), GY 13645 (Addrl | hiss::ddrl") and GY 13663 (AddrI /

ddrl-FLAG) were grown in TGY2X liquid medium to an Ag¢sonm= 1. Appropriate dilutions were

spotted onto TGY agar plates supplemented (or not) with MMC (40 ng/mL), or exposed to

UVC rays (600 J/m?), and incubated for 3 days at 30°C.
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Figure S4. DdrI binds to a DNA fragment containing a variant of the predicted DdrI
binding consensus sequence.
Electrophoretic mobility shift assays performed with a 102 bp DNA fragment containing the
TGTTAAAAAACTTACA variant of the predicted Ddrl binding site included in the sodC
(dr1546) promoter region and the recombinant Hise::Ddrl protein (0, 0.2, 0.4 or 1 uM), in

presence of cAMP (200 uM) and in presence or absence of a poly dI-dC competitor.
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Figure S5. Observation by fluorescence microscopy of cells devoid of Ddrl during exponential,
transitional and stationary phases.

Fluorescence microscopy analyses of exponential (Agsonm = 0.5), transitional (Aesonm = 1.5) and
stationary (Assonm = 3.5) phases cells of GY9613 (wild-type) and GY 13630 (Addri) strains. Membranes
and nucleoids were stained with FM4-64 (red) and DAPI (green), respectively. From left to right panels:
Nomarski interference contrast (DIC), membrane staining, DNA staining, and overlays of membrane

and DNA staining pictures. All pictures are at the same scale (Bars: 2um).
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Figure S6. Expression of Ddrl is induced in stationary phase in a DrRRA dependent
manner.

Exponential (Ag¢sonm = 0.3), transitional (Assonm = 1.5) and stationary (Aesonm = 3.5) phase
cultures of GY13663 (drRRA™ ddrl-FLAG) and GY13679 (AdrRRA ddrl-FLAG) bacteria
grown at 30°C before western blot analysis with anti-FLAG antibodies of their protein extracts

(10 pg).
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A. GY 12830 (ddrl+ ddrB-FLAG) or GY 13653 (AddrI ddrB-FLAG) strains were grown to an

Agsonm = 0.5. The DdrB-FLAG tagged protein was visualized by western-blot analysis with

anti-FLAG antibodies. B. Schematic representation of the ddrB promoter region. The -35 and

-10 promoter regions of ddrB are boxed. The putative Ddrl binding site overlapping the

RDRM motif (in red) recognized by the DdrO repressor is underlined. A putative Shine-

Dalgarno sequence upstream of the ddrB start codon, and the beginning of the coding

sequence of ddrB, are indicated in bold letters and by an arrow, respectively.
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Figure S8. Genetic structure and purity of the AddrIQhph mutant and the strains containing a
AdrC0017CQcat, or a AdrB0121Qcat, loci.

A. Schematic representation of the allelic replacement of the ddrl gene by the hph cassette conferring resistance
to hygromycin. B. PCR analyses were performed using genomic DNA of three independent AddrIQhph mutants
and R1 wild type strain as templates. C. Schematic representation (left panel) of the allelic replacement of the
drC0017 gene, located on the CP1 plasmid, or the drB0121 gene, located on the MP1 megaplasmid, with the cat
gene encoding a Cm" cassette. D. PCR analyses (right panel) were performed with genomic DNA of two
homozygous independent (#1 and #2) AdrC0017Qcat, AdrC0017Qcat Addrl, AdrB0121Qcat and
AdrB0121Qcat Addrl mutant strains. The position of the primers used for diagnostic PCR (short arrows) and the

size of the expected PCR products are indicated.
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Table S1. In silico prediction of putative DdrI targets.

Chromosome I

e Gene(s) dowstream Gene(s) dowstream . position/

Strand Score P-value Position Sequence (Hua and Hua, 2016) (White et al, 1999) Function ATG*

R 0.51333 0.03047 9068 agtgaacaagaaaada A2G07_00035 DRO0O071 peptidylprolyl isomerase -2

L none a2G07_00030 drt05 tRNA-Arg *121

R 0.54174 0.02619 11768 cgtaaataacataaca none -14

L 0.62544 | 0.01384 11784 tgttatgttatttac A2G07_00040 proo7o  |PNA damagDe d:‘;Sponse pro¥ 3o

R none A2G07_00160 DR0044 o-succinylbenzoate synthasg -54

L 0.46871 0.03971 33870 ttttatccgggtaaaa A2G07_00155 DR0045 hypothetical protein -23

R 0.58935 | 0.01832 73496 tgttatgtcaaaaaca| ~ A2G07 00380 DNA damagDe d:?po”se pro 39

L 0.56272 0.02244 73512 tgtttttgacataach A2G07_00375 DR0004 MutT Nudix family protein -113

R 052141 | 0.02915 76028 ggtgaaacttttcact A2G07_00390 DR0001 DNA po|ym§$e Il 'subunit — gog

L 0.48209 0.03706 76044 agtgaaaagtttcacc A2G07_00390

R 0.58299 | 0.01957 85304 cgtgaaatacctcaad ~ A2G07_00435 DR2629 PadR fa’:‘é;yutl;"’zgfcr'pt'ona' 52

L 0.63988 0.01237 85320 tttgaggtatttcacg A2G07_00430 hypothetical protein -44

R 0.62251 0.01384 141448 tttgagcagcatcaca a2G07_00695 drrrnab5s 5S ribosomal RNA *.28

L 0.65719 0.00916 141464 tgtgatgctgctcaaa none

R 0.50647 0.03216 162961 tgtagttttgcttaca A2G07_00775 DR2563 hypothetical protein -141

L 0.50591 0.03216 162977 tgtaagcaaaactacs

R 0.48785 0.03618 192655 none A2G07_00940 DR2528 hypothetical protein -2

L tatgaaggacatcatt|  A2G07_00935 DR2531 3-mercaptopyruvate 176

sulfurtransferase

R 0.50284 0.03216 196156 ttttcctcagatcaca

L none a2G07_00950 drt43 tRNA-Glu *-178

R 0.66613 0.00875 197671 ttttatattcctcacaq A2G07_00960 DR2525 | C4-dicarboxylate transportg -110

L 0.69415 0.00666 197687 tgtgaggaatataaag A2G07_00955 DR2526 dihydrolipoyl dehydrogenas -113

R 0.47769 0.03836 200767 tttattttctgtcaas A2G07_00975 DR2522 lisophospholipase -45

(pseudogene)
L 0.50208 0.03290 200783 tttgacagaaaataag none
R 0.50096 | 0.03290 210826 ttttatagtactcacg A2G07-01020 DR2513 serine-threonine phosphata) -, 4
(pseudogene) PprC




L 0.48832 0.03618 210842 cgtgagtactataaaa none
R 0.50238 0.03290 214552 cctgaacttaatcaaa A2G07_01045 DR2508 hypothetical protein -561
L 0.52713 0.02856 214568 tttgattaagttcagg none
R 0.48566 0.03706 214655 agtgtttttgatcact A2G07_01045 -458
L 0.54389 0.02619 214671 ggtgatcaaaaacac none
L 0.53020 0.02795 224819 gttgacgtgtatcaaa A2G07_01070 DR2503 prolyl endopeptidase -6
R 0.49828 0.03430 236871 ggagaactttctcaca A2G07_01135 DR2491 hypothetical protein -83
L none A2G07_01130 DRO0O750 hypothetical protein -30
L 0.48495 0.03706 249080 tttgataattaccgaa A2G07_01190 DR2480 acetyl-CoA acetyltransferasge -71
R 0.56143 0.02293 296266 agtgatacaattttca A2G07_01450 DNA binding protein -638
L 0.56189 0.02293 296282 tgaaaattgtatcact none
R 048073 | 0.03836 338233 tgctgtacaaatcaca|  A2G07_01650 DR2386 1,2-phenylacetyl-CoA 104
epoxidase subunit A
L 0.54843 0.02521 338249 tgtgatttgtacagqa
R 048271 | 0.03706 341764 aglgaattggaaaaad  A2G07_01670 DR2381 phenylacetic acid degradatign g, ,
bifunctional protein PaaZ
L 0.48550 0.03706 341780 ttttttccaattcac none
L 0.47095 0.03971 341762 tcttattcttattata none
R 0.48247 0.03706 442604 tgatatgcaattcgca
A2G07_02145 manganese ABC transporter
L none (pseudogene) DR2284 ATP-binding protein 22
R 0.52476 0.02856 463813 tgtgataagaatcccg A2G07_02245 DR2264 MBL fold metallo-hydrolase -170
L 0.55079 0.02464 463829 cgggattcttatcaca A2G07_02240 DR2265 amino acid transporter -64
R 0.62251 0.01384 479525 tttgagcagcatcaca a2G07_2310 drrrnaabs 5Sribosomal RNA *-28
L 0.65719 0.00916 479541 tgtgatgctgctcaaa none
R 0.48301 0.03706 499479 tgagaaatgaaaaaap none
L 0.48428 0.03706 499495 tttttttcatttctca A2G07_02440 DR2228 hypothetical protein -50
R 0.48808 0.03618 554720 tgttatgctcatgaca A2G07_02745 DR2173 hypothetical protein -18
L 0.48230 0.03706 554736 tgtcatgagcataacal A2G07_02740 DR0148 leucine-tRNA ligase -283
R 0.50763 0.03128 661672 ggtgctactattcaca a2G07_03355 drt34 tRNA-Thr *.08
L none A2G07_03350 DRos1 | ABCtransporter ATR-bindinl - qq
protein
R 0.47836 0.03836 662211 tttgatatagtgttcq A2G07_03375 DR2050 TufA, Elongation factor Tu -57
L 0.50672 0.03216 662227 tgaacactatatcaaa none




R 0.50253 0.03290 699805 tttgagaactttctcp A2G07_03605 DR2005 50S ribosomal protein L35 -90
L 0.52656 0.02856 699821 tgagaaagttctcaaa none
R none A2G07_03695 DR1987 hypothetical protein -134
L 0.47344 0.03907 714224 tgtgcggcatttcata
R 0.51199 0.03047 731643 tgtaagctaaatcgct
L 0.52375 0.02915 731659 agcgatttagcttaca A2G07_03765 DR1974 endopeptidase Lonl -146
R 0.54164 0.02619 771799 ggtaaactttgtcaca A2G07_03970 DR1929 aquaporin -38
L 0.52750 0.02856 771815 tgtgacaaagtttacc
R 0.48209 0.03706 791108 cattatgttaatcacg A2G07_04050 DR1912 protein tyrosine phosphatage -273
L none A2G07_04045 DR1913 DNA gyrase subunit A -112
R 0.50227 0.03290 791113 tgttaatcacgtaata A2G07_04050 DR1912 protein tyrosine phosphatage -268
L 0.51665 0.02971 791129 tattacgtgattaaca A2G07_04045 DR1913 DNA gyrase subunit A -117
R none A2G07_04095 DR1902 exodeoxyribonuclease V -220
L 0.49039 | 0.03530 801148 tgtgattgcegttadg A2G07_04090 DR1003 | AW ac'd;’ég‘\j/'”g protein 1
R 0.65643 0.00916 867669 tgttagttttttcact A2G07_04460 DR1828 hypothetical protein -180
L 0.59470 0.01778 867685 agtgaaaaaactaacq none
R 0.56916 0.02178 898330 tttgatctttgaaaaa none
transcription
L none A2G07_04605 DR1797 termination/antitermination -39
protein NusA
L 0.48266 0.03706 911979 A2G07_04675 DR1784 3-isopropylmalate dehydratase -39
R none A2G07_04775 DR1763 hypothetical protein -99
L 0.50916 0.03128 932629 ttttcttttactcact A2G07_04770 DR1764 glyoxalase -1
R 0.52513 0.02856 975857 tttggtctgcataaaa A2G07_04980 DR1722 hypothetical protein -24
L 0.53539 0.02746 975873 ttttatgcagaccaaa none
L 0.48843 0.03618 978226 tatgcttactatcaat A2G07_04990 hypothetical protein -692
R 0.51588 0.02971 978504 ttttcagcatatcaaa none
L 0.46962 0.03971 978520 tttgatatgctgaaaa A2G07_04990 hypothetical protein -986
R 0.73016 0.00419 1109937 tgtgaattatttaaqg A2G07_05615 DR1594 hypothetical protein -85
L 0.66160 | 0.00901 1109953 cgttaaataattcaca|  A2G07_05610 DR1595 6-phosphogluconate -129
dehydrogenase
R 0.53913 0.02687 1130740 ttatatgaggatcaca A2G07_05725 DR1571 peptide ABC transporter -140
L 0.57153 0.02126 1130756 tgtgatcctcatataa A2G07_05720 DR1572 DNA helicase UvrDQ -228
R none A2G07_05780 DR1560 diacylglycerol kinase -167
L 0.47555 0.03907 1142996 ttggattgaatccaaa none



http://129.175.105.74/genomes/DRA_DS/DR1722.gget_orf

R 0.66189 0.00901 1158636 tgtaagttttttaacp A2G07_05845 DR1546 superoxide dismutase -189
L 0.64196 0.01237 1158652 tgttaaaaaacttaca A2G07_05840 DR1548 hypothetical protein -115
R none A2G07_05955 hypothetical protein -296
L 0.52332 0.02915 1183630 tgtgcaggaactcaag none
R 0.47193 0.03971 1327604 gatgacaacaatcaca
L 0.53138 0.02795 1327620 tgtgattgttgtcat¢ A2G07_06600 DR1389 competence protein ComH -40
R 0.49759 0.03430 1343636 aaaaatttatattaaa A2G07_06680 DR1371 hypothetical protein -29
Water stress and
L none A2G07_06675 DR1372 hypersensitive response -38
domain-containing protein
R 0.62018 0.01431 1389214 tttgaaaattttctca A2G07_06900 DR1324 transporter -]
L 0.62793 0.01362 1389230 tgagaaaattttcaaa A2G07_06895 DR1325 peptidase -153
R 0.51459 0.03047 1396105 cttgaactgagtcaaa|
L 0.53325 0.02746 1396121 tttgactcagttcaag A2G07_06930 DR1318 acyl-CoA dehydrogenase -61
L 046955 | 0.03971 1409268 tgtgctegttgtetch A2G07_07005 DR1304 | SPermidine/putrescine ABQ ;44
transporter permease
R 0.58186 0.01957 1411406 tctgaccttcatcaca A2G07_07020 DR1301 hypothetical protein -254
Fe3+/spermidine/putrescin|
L 0.59693 0.01707 1411422 tgtgatgaaggtcagal A2G07_07015 DR1302 ABC transporter ATP-bindin -39
protein
R 0.57213 0.02126 1426212 tgtgacttgttctacp A2G07_07090 DR1287 hypothetical protein -238
L 0.49247 0.03530 1426228 tgtagaacaagtcacyg
R 0.49872 | 0.03290 1449116 ctcgaattgaatcaca|  A2G07_07220 DR1262 SS-A Rop:'okizi”n”c'eo'“ke 42
L 0.56356 0.02244 1449132 tgtgattcaattcgag
R 0.48160 0.03706 1501391 tgttatcgctctctca A2G07_07470 hypothetical protein -277
R 0.79022 0.00135 1519257 tgagaattatttcaca none
L 0.75897 0.00267 1519273 tgtgaaataattctca A2G07_07555 DR1193 hypothetical protein -129
L 0.46911 0.03971 1521966 ggtgatagaaatagaa A2G07_07565 DR1191 tRNA nucleotidyltransferase -170
R 0.51955 0.02971 1681676 ttagatttaacttgda A2G07_08385 DR1026 2-hydroxy-acid oxidase -99
L none A2G07_08380 DR1027 amino acid ABC transporte) _g¢
- substrate-binding protein
R 0.48933 0.03618 1714665 tgtgacgtgcttcajt A2G07_08550 DR0989 hypothetical protein -50
L 0.48768 0.03618 1714681 aatgaagcacgtcacq A2G07_08545 DR0990 acetoin dehydrogenase -105
R 0.48467 0.03706 1714710 tgtcatgaagatcacc A2G07_08550 DR0989 hypothetical protein -5
L none A2G07_08545 DR0990 acetoin dehydrogenase -150
R 0.58988 0.01832 1726927 aatgattttgctcaaa none
L 0.57050 0.02178 1726943 tttgagcaaaatcatt A2G07_08600 DR0980 amino acid dehydrogenasé -48




R 0.60769 0.01585 1763588 cgtgaatactttcaca A2G07_08760 DR0950 NADH dehydrogenase -29

L 0.62266 0.01384 1763604 tgtgaaagtattcacg none

R 0.56796 0.02178 1870279 tgtgatgcctatccca A2G07_09295 DR0843 transglutaminase -40

L 058492 | 0.01911 1870295 tgggataggcatcacq ~ A2G07_09290 DR0844 th'oredox'”p‘:ggi"’r‘:”'coma'”” .69

DNA-binding response
R 0.56084 0.02293 1966428 tgtgatgaatagaact A2G07_09790 DR0743 regulator -66
L 053658 | 0.02746 1966444 agttctattcatcaca | A2G07_09785 DRO744 fwo-component Sensor | o35
histidine kinase
R 0.67199 | 0.00833 1994176 tgtaaagtttttaada A2G07_09925 DR0713 lipopolysaccharide 184
glycosyltransferase

L 0.65288 0.00946 1994192 tgttaaaaactttaca none

R none A2G07_09950 DRO0708 hypothetical protein -123

L 0.63392 0.01323 2000136 tgtgaaaaacttaact none

R none A2G07_09955 DRO707 hypothetical protein -111

L 0.47906 0.03836 2002527 tatgactcaagacaas none

L 0.50830 0.03128 2029282 cgtgatcggtctcaaa A2G07_10060 DDE endonuclease -125

R 0.63758 0.01289 2035350 tatgagatttctcaca none

L 0.60969 0.01529 2035366 tgtgagaaatctcata A2G07_10075 DR0685 hypothetical protein -287

R 058392 | 0.01911 2054088 tttgatttattttcta A2G07_10185 progsg |  disulfide bond formation 37
protein DsbA

L 0.53183 0.02795 2054104 tagaaaataaatcaaa none

R 0.58589 0.01911 2072976 ttttatttttctcgcal A2G07_10290 DR0638 hypothetical protein -218

L 0.54028 | 0.02687 2072992 | tgcgagaaaaataaah  A2G07_10275 methionine adenosyl 425
transferase

R 0.49952 0.03290 2103527 tttggtttataaaata

L 0.46940 0.03971 2103543 tattttataaaccaaa A2G07_10430 DR0611 alkane 1-monooxygenase -33

R 0.53150 0.02795 2198232 tgtgaaacacttaaag A2G07_10885 DR0526 hypothetical protein -42

L 0.51854 0.02971 2198248 ctttaagtgtttcacp

R 057390 | 0.02126 2301859 tgttattctgtictad A2G07_11420 DRo423 |PNA damagDe d:eASponse prot g

L 054932 | 0.02521 2301875 ttagaacagaataacq ~ A2G07_11415 DR0424 imidazoleglycerol-phosphat) ¢
dehydratase

L 0.54703 | 0.02521 2360836 tatgatcaatttcatc A2G07 11715 DR0364 peptide ABC transporter 1

permease
R none A2G07_11725 DR0362 D-alanine ligase -249
047928 | 0.03836 2362770 tatgaaaaaagttgcd ~ A2G07 11720 DR0363 peptide ABC transporter 1
substrate-binding protein




R 0.65719 0.00916 2471217 tgtgatgctgctcaaa none
L 0.62251 0.01384 2471233 tttgagcagcatcaca a2G07_12270 drrrnachs 5Sribosomal RNA *-27
R none A2G07_12415 DR0224 phosphoribosylformylglycing
- midine synthase
L 0.48939 0.03618 2498277 tttcatctagaacaaa none
R 0.58172 0.01957 2563641 tgaaatccacatcaag none
L 0.60549 0.01585 2563657 tttgatgtggatttca A2G07_12730 DR0160 hypothetical protein -103
R none A2G07_12890 DR0125 acetyltransferase -166
L 0.51433 0.03047 2601010 ttttctgaaattcact none
R 0.48513 0.03706 2624178 tgtcaatgacataaag none
L 0.48405 | 0.03706 2624194 ttttatgtcattgach A2G07_13010 DR0100 S'”g'e'Strano‘igir?NA'b'”d'”' 116
Chromosome 2
R 0.53266 | 0.02665 35320 fttgacaaattgcaca| ~ A2G07_13270 DRA0320 urea ABC transporter substry g,
binding protein
L 0.59835 0.01720 35336 tgtgcaatttgtcaaa A2G07_13265 DRA0319 Urease subunit beta/gamma  -177
R 0.65622 0.00857 78030 tgtgaagtcctttaca A2G07_13430 DRAO0350 histidine kinase -163
L 0.62689 0.01289 78046 tgtaaaggacttcacal none
R 0.50212 0.03148 101777 tgagaaataaagcact none
L 0.57944 0.01933 101793 agtgctttatttctca A2G07_13515 DRAO0368 glycosyl transferase -138
R 0.46495 | 0.03951 103555 tttaaagataaaaacd ~ A2G07_13525 DRA0001 chromosome partitioning | o,
protein ParA
L 0.49506 0.03319 103571 tgtttttatctttaag A2G07_13520 DRA0369 hypothetical protein -287
R 0.48025 | 0.03552 103578 gatgatcatcatcata|  A2G07_13525 DRA0001 chromosome partitioning | g,
protein ParA
L 0.48186 0.03552 103594 tatgatgatgatcatc A2G07_13520 DRA0369 hypothetical protein -310
R 0.59834 0.01720 167048 tttaaagcttatcaaa
L 0.61107 0.01551 167064 tttgataagctttaaa A2G07_13780 DRAO0058 hypothetical protein -113
R 0.47231 0.03772 213595 tttgttgctaaccaca A2G07_14045 DRAO113 hypothetical protein -127
L 0.47510 0.03623 213611 tgtggttagcaacaaal
R 0.50566 0.03069 244361 tgtgctctttgtaacq none
L none A2G07_14180 DRA0140 hypothetical protein -195
R none A2G07_14195 DRA0143 3-hydroxybutyryl-CoA 245
dehydrogenase
L 0.55090 0.02376 245687 taagatttattcaaca A2G07_14190 DRA0142 hypothetical protein -37
R none A2G07_14210 DRAO0146 catalase -57
L 0.47399 0.03772 249016 tttacttcagttcact none




R 0.68933 0.00595 249055 tatgaattacgtcaaa A2G07_14210 DRAO0146 catalase -2
L none none
R 0.51916 0.02893 267853 ggottatgctatttacp A2G07_14305 DRAO0165 hypothetical protein -236
R 0.49748 0.03214 267858 tgctatttacataacc A2G07_14305 DRAO0165 hypothetical protein -231
L 0.50552 0.03069 267874 ggttatgtaaatagca none
R 0.60674 0.01614 353376 tgtgatgtcggtctga none
L 0.58345 0.01901 353392 tgagaccgacatcacg A2G07_14660 DR1724 FAD-binding dehydrogenasg ~ -27
L 0.46228 0.03951 379188 tgtttcttttttcacg A2G07_14755 DRA0259 catalase HPII -135
R 0.49167 | 0.03319 384242 cttgaggcagttcaca|  A2G07_14780 DRA0264 'O”Q'Cha'lri'gf:;g acid-CoA | 579
branched-chain amino acic
L 0.52061 0.02893 384258 tgtgaactgcctcaag A2G07_14775 DRAO0263 ABC transporter substrate- -102
binding protein
R 0.67042 0.00791 392639 tgtaatttatttctct A2G07_14810 DRA0271 sugar transporter -82
L 0.60816 0.01551 392655 agagaaataaattaca A2G07_ 14805 DRA0270 adenosine deaminase -159
R none A2G07_14845 DRAO0279 hypothetical protein -108
L 0.48096 0.03552 403298 tttgatgagtttttct A2G07_ 14840 DRA0277 malate synthase A -680
Megaplamid MP1
R 0.71929 0.00546 2121 ggtgatatttatcaaa A2G07_14975 hypothetical protein -506
L 0.70187 0.00588 2137 tttgataaatatcacc
R 0.47140 0.03907 24860 tttgagaccgatcacg A2G07_15045 DRBO0055 hypothetical protein -527
L 0.51830 0.02949 24876 cgtgatcggtctcaaa A2G07_15040 DRB0056 DDE endonuclease -125
R 0.55150 0.02396 36543 cgggatttagctcaca none
L none A2G07_15100 DRB0045 hypothetical protein -60
R 0.55005 0.02462 38121 agagactttcatcaca none
L 0.60027 0.01754 38137 tgtgatgaaagtctct A2G07_ 15105 DRB0044 diguanylate cyclase -32
R 0.59627 | 0.01754 89523 ttittaagtatttaaap A2G07_15320 DRB0145 | © asmid rzf(')'t‘;?rt:on nitaton - _gq
L 0.56001 | 0.02251 89539 tttaaatacttaaaa | A2G07_15315 DRBO001 ParA family chromosome | g, 7
partitioning ATPase
R 0.54732 0.02462 127185 tgtgttttaaaactcp A2G07_15460 DRBO0118 hypothetical protein -144
L 0.54911 0.02462 127201 tgagttttaaaacaca none
R none A2G07_15485 - hypothetical protein -296
L 0.52407 0.02854 132238 tgtgcaggaactcaag A2G07_15480 DRB0113 transposase -287
Plasmid CP1
| R | 0.48434 | 0.03782 3415 | tgatatttgattcact A2G07 15805 | | hypothetical protein




The in silico prediction of potential Ddrl targets in theD. radiodurans genomewas performedby usingthe FITBAR web tool. This analysisvas performedon the
completelysequenced. radiodurans genome(5) by using,the 166 bindingsitesrecognizedby E. coli CRP protein(1). Thelist of putativeDdrl binding siteshas been
sorted by position and only predicted sites located from -650 to + 3 bp of the downstream coding $egedeen conserved.



Table S2. Second round of in silico prediction of putative DdrI binding.

Chromosome 1

e Gene(s) dowstream (Hua Gene(s) dowstream . position of ATG or beginning of | position/

Strand Score P-value Position Sequence and Hua. 2016) (White et al, 1999) Function ribosomal RNA ATG*

R 0.54174 0.02619 11768-11784 | cgtaaataacataacaq none

L 0.62544 | 0.01384 11784-11768 | tgttatgttatttacg A2G07_00040 DR0070 DNA damaged response 11754 -30

protein DdrB
R 0.58935 | 0.01832 73496-73512 | tgttatgtcaaaaaca|  A2G07_00380 DNA damag; drr‘?ponse prot 73535 -39
LINA T1usInawnl lepdll pIULUI
L 0.56272 | 0.02244 73512-73496 | tgtttttgacataaca A2G07_00375 DR0004 MUtT MutT/nudix family 73399 -113
nratain

R 0.52141| 0.02915 76028-76044 | ggtgaaacttticact A2G07_00390 DR0001 DNA po'ymse'fje It subunig 76606 578

R 0.58495 | 0.02886 7627476290 | tgtttttattttttaa A2G07_00390 DR0001 DNA po'ymse'f;e It subunig 76606 -332

R 0.58022 | 0.03028 76277-76293 | ttttattttttaagaa A2G07_00390 DR0001 DNA polymséiise It subunig 76606 -329

L 0,5354 0.03951 76298-76282 tgttcttcttaaaaaa none

L 0.55513 0.03552 76290-76274 | ttaaaaaataaaaacp none

R 0.58299 | 0.01957 85304-85320 | cgtgaaatacctcaad ~ A2G07_00435 DR2629 PadR fa’:lgutlzgfc”pt'o”a' 85356 52

L 0.63988 0.01237 85320-85304 tttgaggtatttcacg A2G07_00430 hypothetical protein 85276 -44

R 0.62251 0.01384 141448-141464) tttgagcagcatcacal a2G07_00695 drrrnab5s 5S ribosomal RNA 141476 *-28

L 0.65719 0.00916 141464-141448 tgtgatgctgctcaaa none

R A2G07_00815 DR2555 aspartyl/glutamyl- tRNA 167586 184

amidotransferase subunit K

L 0.53813 | 0.03959 167408-167392  tgttagacttctcata A2G07_00810 DR2556 response regulator 167393 -15

R 0.66613 | 0.00875 197671-197687 tittatattcctcaca A2G07_00960 DR2525 Ca-dicarboxylate transportdr 197781 -110

L 0.69415 | 0.00666 197687-197671] tgtgaggaatataaag ~ A2G07_00955 DR2526 dihydrolipoyl dehydrogenasg 197574 -113

R 0.47769 | 0.03836|  200767-200783 tttattttctgtcaaa A2G07_00975 DR2522 lisophospholipase 200812 -45

(pseudogene)



http://129.175.105.74/genomes/DRA_DS/DR2555.gget_orf

L 0.50208 0.03290 200783-200767| tttgacagaaaataag none
R 0.50096 | 0.03290|  210826-210842 ttttatagtactcacg A2G07-01020 DR2513 serine-threonine phosphatase 210844 18
(pseudogene) PprC

L 0,48832 0.03618 210842-210826| cgtgagtactataaad none

L 0.48495 0.03706 249080-249064f tttgataattaccgaa A2G07_01190 DR2480 acetyl-CoA acetyltransferase 2490009 -71
R 0.56143 0.02293 296266-296282 agtgatacaattttca A2G07_01450 DNA binding protein 296904 -638
L 0.56189 0.02293 296282-296266| tgaaaattgtatcact none

R 054279 | 0.03883|  341735-341751 tittatcgatctataa A2G07_01670 DR2381 phenylacetic acid degradatipn 342368 -633

bifunctional protein PaaZ

L 0.53436 0.03951 341762-341746 tcttattcttattata none

L 0.48550 0.03706 341780-341764 ttttttccaattcact none

R 0.62251 0.01384| 479525-479541 | tttgagcagcatcaca a2G07_2310 drrrnaa5s 5Sribosomal RNA 479553 *-28
L 0.65719 0.00916 479541-479525 tgtgatgctgctcaaa none

R 0.48301 0.03706 499479-499495 | tgagaaatgaaaaaaa none

L 0.48428 0.03706 499495-499479 tttttttcatttctca A2G07_02440 DR2228 hypothetical protein 499445 -50
R A2G07_2745 DR2173 hypothetical protein 554738 -18
L 0.53508 0.03951| 554736-554720 | tgtcatgagcataacy A2G07_2740 DR2174 leucine-tRNA synthetase 554453 -299
R A2G07_03375 DR2050 TufA, Elongation factor Tu 662268 -57
L 0.50672 | 0.03216 662227-662211 | tgaacactatatcaag none

R 0.50253 | 0.03290 699805-699821 | tttgagaactttctca A2G07_03605 DR2005 50S ribosomal protein L35 699895 -90
L 0.52656 | 0.02856 699821-699805 | tgagaaagttctcaad none

R 0.50227 | 0.03290 791113-791129 | tgttaatcacgtaata A2G07_04050 DR1912 protein tyrosine phosphatage 791381 -268
L 0.51665 | 0.02971 791129-791113| tattacgtgattaaca A2G07_04045 DR1913 DNA gyrase subunit A 791012 -117
R 0.65643 | 0.00916 867669-887685 tgttagttttticact A2G07_04460 DR1828 hypothetical protein 867849 -180
L 0.59470 | 0.01778 867685-887669 | agtgaaaaaactaacp none




glycine dehydrogenase

R 0.54131 0.03959 885832-885848| ttttcaaaggataaaa) A2G07_04550 DR1809 d : 885885 -53
(aminomethyl-transferring)
R 0.56916 | 0.02178 898330-898346 | tttgatctitgaaaaa none
transcription
L 0.57609 0.03118 898346-89833( tttttcaaagatcaaa A2G07_04605 DR1797 termination/antitermination 898307 -39
protein NusA
R none A2G07_04775 DR1763 hypothetical protein 932712 -99
L 0.50916 | 0.03128 932629-932613 ttttcttttactcact A2G07_04770 DR1764 glyoxalase 932456 -173
R A2G07_04980 DR1722 hypothetical protein 975881 -24
L 0.53539 0.02746 975873 ttttatgcagaccaaa none
R 0.53780 | 0.03951 | 1089567-1089583 tattcaattattctaa A2G07_05530 DR1612 Predicted regulator of Ras-l 1089649 -82
GTPase activity
L A2G07_05525 DR1613 ArsR family transcriptional 1089436 147
- regulator
R 0.73016 | 0.00419 1109937-1109953 tgtgaattatttaacg A2G07_05615 DR1594 hypothetical protein 1110022 -85
L 0.66160 | 0.00901 | 1109953-1109937 cgttaaataattcaca|  A2G07_05610 DR1595 6-phosphogluconate 1109824 -129
dehydrogenase
R 0.53913 | 0.02687 1130740-1130756¢ ttatatgaggatcaca A2G07_05725 DR1571 peptide ABCtransporter 1130880 -140
L 0.57153 0.02126 1130756-113074Q tgtgatcctcatataa A2G07_05720 DR1572 DNA helicase Uvr) 1130528 -228
R 0.66189 | 0.00901 1158636-1158652 tgtaagttttttaaca A2G07_05845 DR1546 superoxide dismutase 1158825 -189
L 0.64196 | 0.01237 1158652-1158636¢ tgttaaaaaacttacal A2G07_05840 DR1548 hypothetical protein 1158537 -115
R 0.54575 | 0.03795 1338828-1338844 tattttttatatgaaa none
L 0.55422 0.03483| 1338844-1338828| tttcatataaaaaata A2G07_06660 DR1375 alpha-amylase 1338773 =71
R 0.54619 0.03772 1343632-1343648 ttagaaaaatttatat A2G07_06680 DR1371 hypothetical protein 1343665 -33
R 0.49759 | 0.03430 1343636-1343652 aaaaatttatattaaa) A2G07_06680 DR1371 hypothetical protein 1343665 -29
L 055108 | 0.03679| 1343647-1343631 tataaattttictaaa A2G07_06675 DR1372 Water stress and 1343609 -38
hypersensitive response
L 056230 | 0.03366| 1343652-1343636 tttaatataaattttt A2G07_06675 DR1372 Water stress and 1343609 -43
hypersensitive response
R 0.62018 | 0.01431 1389214-138923(0 tttgaaaattttctca A2G07_06900 DR1324 transporter 1389409 -195
L 0.62793 | 0.01362 1389230-1389214 tgagaaaattttcaaa A2G07_06895 DR1325 peptidase 1389077 -153
R 0.79022 | 0.00135 1519257-1519273 tgagaattatttcaca none
L 0.75897 | 0.00267 1519273-1519257 tgtgaaataattctca A2G07_07555 DR1193 hypothetical protein 1519144 -129
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0.58988 | 0.01832 1726927-1726943 aatgattttgctcaaa none
0.57050 | 0.02178 1726943-1726927 tttgagcaaaatcatt A2G07_08600 DR0980 amino acid dehydrogenas 1726895 -48
0.60769 | 0.01585 1763588-1763604 cgtgaatactttcaca A2G07_08760 DR0950 NADH dehydrogenase 1763617 -29
0.62266 | 0.01384 1763604-1763588 tgtgaaagtattcacg none
0.56084 | 0.02293 | 1966428-1966444 tgtgatgaatagaact{  A2G07_09790 DR0743 DNA'br'nggt;erSponse 1966494 -66
0.53658 | 0.02746 | 1966444-1966428 agttctattcatcaca A2G07_09785 DRO744 two-component sensor 1966212 -232
histidine kinase
0.67199 | 0.00833 | 1994176-1994192 tgtaaagtttttaaca A2G07_09925 DRO713 libopolysaccharide 1994360 -184
glycosyltransferase

0.65288 | 0.00946 1994192-1994176¢ tgttaaaaactttaca none

none A2G07_09950 DR0708 hypothetical protein 2000243 -123
0.63392 | 0.01323 2000136-200012Q tgtgaaaaacttaact| none
0.63758 | 0.01289 2035350-2035366 tatgagatttctcaca none
0.60969 | 0.01529 2035366-203535(0 tgtgagaaatctcata A2G07_10075 DR0685 hypothetical protein 2035079 -287
0.58392 | 0.01911 | 2054088-2054104 tttgatttatittcta A2G07_10185 DRO0659 disuffide bond formation 2054125 -37

protein DsbA
0.53183 | 0.02795 2054104-2054088 tagaaaataaatcaa none
0.58589 | 0.01911 | 2072976-2072992 tittatttttctcgca A2G07_10290 DR0638 hypothetical protein 2073194 218
0.54028 | 0.02687 2072992-207297¢ tgcgagaaaaataaal none
0.49952 | 0.03290 2103527-2103543 ftttggtttataaaata none
0.46940 | 0.03971 2103543-2103527 tattttataaaccaaa A2G07_10430 DR0611 alkane 1-monooxygenase| 2103510 -33
0.53150 | 0.02795 2198232-2198248 tgtgaaacacttaaad A2G07_10885 DR0526 hypothetical protein 2198274 -42
0.51854 | 0.02971 2198248-2198232 ctttaagtgtttcaca none
053864 | 0.03950| 2261810-2261836 tttgatgatctaaact A2G07_11200 DR0464 malto-oligosyitrehalose 2262036 226
trehalohydrolase

0.57390 | 0.02126 | 2301859-230187% tgttattctgtictaa A2G07_11420 DR0423 DNA damag; drr‘fponse prot 2301885 -26
054932 | 0.02521 | 2301875-2301859 ttagaacagaataac A2G07_11415 DRO0424 'm'dazot'jeegrz‘;er;‘t’;sgosr’hat 2301687 -188
054703 | 0.02521 | 2360836-2360820 tatgatcaatttcatc A2G07_11715 DRO0364 pept'dep:i?egggs"‘mer 2360835 1
0.65719 | 0.00916 2471217-2471233 tgtgatgctgctcaaa none
0.62251 | 0.01384 2471233-2471217 tttgagcagcatcacal a2G07_12270 drrrnac5s 5Sribosomal RNA 2471206 *.27
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R 0.58172 | 0.01957 2563641-2563657 tgaaatccacatcaad none

L 0.60549 | 0.01585 2563657-2563641 tttgatgtggatttca A2G07_12730 DR0160 hypothetical protein 2563554 -103

R 0.55626 0.03552 2565534-2565550 tattctttttttatca A2G07_12745 hypothetical protein 2565668 -134

L none A2G07_12740 DR0158 branched-chain amino acig 2565361 -189
— dehydrogenase

R none A2G07_12890 DR0125 acetyltransferase 2601160 -166

L 0.51433 | 0.03047 2601010-2600994 ttttctgaaattcact

R 0.48513 | 0.03706 2624178-2624194 tgtcaatgacataaad none

L none A2G07_13010 DR0100 single-stranded DNA-bindin 2624078 -116
— protein

Chromosome 2
R 0.53266 | 0.02665 35320-35336 | tttgacaaattgcaca A2G07_13270 DRA0320 urea ABC transporter 35370 50
substrate-binding protein

L 0.59835 0.01720 35336-35320 | tgtgcaatttgtcaaa A2G07_13265 DRAO0319 Urease subunit beta/gamnia 35159 -177

R 0.65622 0.00857 78030-78046 tgtgaagtcctttaca A2G07_13430 DRA0350 histidine kinase 78193 -163

L 0.62689 0.01289 78046-78030 | tgtaaaggacttcaca none

L 0.57944 0.01933 101793-101777| agtgctttatttctca A2G07_13515 DRA0368 glycosyl transferase 101655 -138

R 046495 | 003951|  103555-103571 tttaaagataaaaacd  A2G07_13525 DRA0001 chromosome partitioning 104100 545

protein ParA

L 0.49506 0.03319 103571-103555| tgtttttatctitaaa A2G07_13520 DRA0369 hypothetical protein 103284 -287

R 0.59834 0.01720 167048-167064| tttaaagcttatcaaa none

L 0.61107 0.01551 167064-167048| tttgataagctttaaa A2G07_13780 DRA0058 hypothetical protein 166951 -113

R none A2G07_14195 DRA0143 3-hydroxybutyryl-CoA 245916 -245
- dehydrogenase

L 0.55090 0.02376 245687-245671) taagatttattcaaca A2G07_14190 DRA0142 hypothetical protein 245650 -37

R 0.68933 0.00595 249055-249071] tatgaattacgtcaaa, A2G07_14210 DRA0146 catalase 249057 -2

R 0.51916 0.02893 267853-267869| ggttatgctatttaca A2G07_14305 DRA0165 hypothetical protein 268089 -236

R 0.67042 0.00791 392639-292655| tgtaatttatttctct A2G07_14810 DRA0271 sugar transporter 392721 -82

L 0.60816 0.01551 392655-392639| agagaaataaattaca A2G07_14805 DRA0270 adenosine deaminase 392496 -159
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R none A2G07_14845 DRAO0279 hypothetical protein 403390 -108

L 053254 | 0.03998| 403298403282 titgatgagtttttct A2G07_14840 DRA0277 malate synthase A 402618 -320

R 0.53724 0.03951 409669-409685 tgtcaaatgctttaaa A2G07_14865 DRAO0284 hypothetical protein 409756 -87

Megaplasmid MP1

R 0.71929 0.00546 2121-2137 ggtgatatttatcaaa A2G07_14975 hypothetical protein 2627 -506

L 0.70187 0.00588 2137-2121 tttgataaatatcacc none

L 0.60027 0.01754 38137-38121 tgtgatgaaagtctct A2G07_15105 DRB0044 diguanylate cyclase 38105 -32

R 055777 | 0.03265 89514-89530 | ttttatatctittaag A2G07_15320 DRB0145 Plasmid rgfc')'tce"’i‘;"’” initiator 89564 -50

L 054862 | 0.03503 89530-89514 | cttaaaagatataaag =~ A2G07_15315 DRB0001 ParA family chromosome 88922 -608
partitioning ATPase

R 059627 | 0.01754 89523-89539 | ttttaagtatttaaaa A2G07_15320 DRB0145 Plasmid rgfc')'tce"’i‘gon Initiator 89564 41

L 0.56001 | 0.02251 89539-89523 | tittaaatacttaaaa A2G07_15315 DRB0001 ParA family chromosome 88922 617
partitioning ATPase

R 054732 | 0.02462 127185 tgtgttttaaaactca A2G07_15460 DRB0118 hypothetical protein 127329 -144

L 0.54911 0.02462 127201 tgagttttaaaacaca none

FITBAR analysis performed on the completely sequeteaddiodurans genome (5) using the 176 putative Ddrl binding sites listed in Table S1.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES:

La régulation de 1’expression des génes est fondamentale pour s’adapter suite a des
changements environnementaux. Chez les bactéries, les régulateurs transcriptionnels de la
famille CRP/FNR sont considérés comme des acteurs importants pour détecter et répondre a
un large spectre de signaux intracellulaires ou extracellulaires (Keiragr2003).

ChezD. radioduransle régulateur transcriptionnel Ddrl possede les caractéristiques
des protéines de la sotisnille CRP, avec un domaine effecteur de fixation a I’AMPc en N-
terminal et un domaine déxétion a I’ADN en C-terminal. Le génealdrl a été initialement
identifie parmi les génes dB. radioduransinduits, aprés exposition des cellules au
rayonnement y (induction d’un facteur 4 suite a une exposition de rayonnement y a une dose
de 3 kGy) (Tanakat al, 2004).

Les études antérieures et notre travail ont permis de démontrer que le mutant de
délétionAddrl présente un phénotype pléiotrope, incluant de sévéres défauts de croissance
cellulaire en conditions standards, une sensibilité importante aux agents endommageant
I’ADN (rayonnements, UV et mitomycine C) et au stress oxydant (peroxyde d’hydrogéne et
paraquat) (Dulermet al, 2015; Meyeet al, 2018; Yanget al, 2016).

Un retard de la croissance cellulaire en conditions standards, a déja été observé dans le mutant
Acrp™ chezM. tuberculosig(Bai et al, 2011) et dans le mutangIxR chezC. glutamicum

(Park et al, 2010). ChezD. radiodurans nous avons montré que la protéine Ddrl est
fortement induite en phase stationnaire de croissance, d’'une maniere dépendante de DrRRA.
L’analyse pa microscopie a épifluoresence de la morphologie des cellules sauvages et du
mutant Addrl, montre qué’absence de Ddrl conduit & une augmentation importante, au cours

de la phase de croissance, de structures composées de 8 cellules (en anglais: two-tetrads),
suggérant que la protéine Dd#gule I’expression de genes impliqués dans les derniéres

étapes de la division cellulaire. Des travaux antérieursnontré qu’une augmentation de la
concentration en NaCl induit ch&z radioduransla formation de structures constituées de 8,

16 ou 32 cellules (Chou & Tan, 1991). Ces observations suggérent que Ddrl pourrait jouer un
role dans I’homéostasie du NaCl. Pour vérifier cette hypothése, nous pourrions analyser la
sensibilité dumutant Addrl au choc salin. Parmi les génes cibles potentiellement régulés par
Ddrl, de nombreux transporteurs des acides aminés, des carbohydrates ou des peptides
(exemple: dr0364 dr098Q dr1324 dr2265 dr2525 drA0271) ont été identifiés dans le
génome déd. radioduranset un site cible potentiel de Ddrl a été prediamont d’un géne
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(dr1929 codant une aquaporine (positioB8-par rapport a I’ATG), suggérant que Ddrl
pourrait jouer unrdle dans le controle de I’homéastasie du NaCl en régulant 1’expression de

ces genes.

Ces analyses par microscopiépifluoresence, ont également montré qu’en comparaison avec

la souche sauvage, 1’absence de Ddrl entraine une augmentation importante du nombre de

cellules anucléées, au cours de la phase de croissance; suggérant que Ddrl contréle également
I’expression de genes impliqués dans la ségrégation des chromosomes. Nous avons par
ailleurs, montré que la protéine Ddrl est impliquée dans le maintien du mégaplasmid2 MP1,
sites cibles potentiels de Ddrl ont été prédits dans le mégaplasmideFigide[7 de (Meyer

et al, 2018)], en amont du générB0145 codant une protéine impliquée dans I’initiation de

la réplication de I’ADN et en amont d’un opéron constitué de 2 gén@sB0001et drB0O002

impliqués dans la ségrégation des chromosomes. Ces résultats suggérent que Ddrl permet le
maintien du mégaplasmide MP1 en régulant I’expression des génes drB0145 drB0O0OO1 et

drB0002 Pour déterminer si Dddontrole directement I’expression de ces genes, il faudrait

réaliser des expériences de retard sur gel en incubant la protéine Ddrl avec la région
promotrice de ces geénes et comparer leur expression dans une souche sauvage et dans le
mutant Addrl, grdce a la construction de fusions transcriptionnellegso(l%:lacZ ou
Parsoooz:lac?) intégrées dans le génome Meradioduransen remplacement d’un géne non

essentiel situé dans les chromosomes |, Il ou le plasmide CP1.

Les régulateurs de la sous-famille CRP ont la particularité de reconnaitre des
séquences d’ADN spécifiques, qui sont treés conservées, méme au sein d’espeéces bactériennes
éloignées phylogénétiquement, telles §ueoli, V. choleraeP. aeruginosaMl. tuberculosis
C. glutamicum(Figure 44). L alignement des séquences d’acides aminés des protéines CRP=®
et Ddrl montre que les 2 protéines partagent 28’8ides aminés identiques. Nous avons
montré que I’expression de la CRPF®, exprimée & partir du plasmide p11588ns le mutant
Addrl, permet de restaurer partiellement les défauts de croissance en conditions standards, la
résistance au rayonnement UV, a la mitomycine C et au paraquat. Par ailleurs, nous avons
montré que la protéine Ddrl est impliquée dans le maintien dans la cellule hote du plasmide
p11559. Les défauts de maintien du plasmide p11559 dans les cellules privées de la protéine
Ddrl, sont partiellement supprimés quandCRRP est exprimée a partir de ce plasmide dans
le mutant Addrl, ce qui suggére que nous aurions peut-étre eu une meilleure complémentation
des différents phénotypels mutant Addrl, si le géne codant la CRPavait été exprimé a

partir des chromosomes I, 1l ou du plasmide CP1.
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Ces expériences de complémentation hétérologue, suggérent que & @RPdrl
recanaissent des séquences d’ADN proches et sont capables de réguler I’expression de
plusieurs génes cibles communs, ce qui nous a permis de réaliser des prédisilmusdes

génes cibles potentiels de Ddrl dans I’ensemble du génome de D. radiodurans 115 sites
potentiels de Ddrl ont été identifiés dans le génom® deadioduranssuggérant que Ddrl

régule I’expression d’une centaine de genes, impliqués dans la réplication, la réparation de

I’ADN, la réponse au stress oxydant et au choc thermique, la transduction de signal, le
meétabolisme et le transport des carbohydrates, la biosynthese de la paroi cellulaire et le

métabolisme des lipides.

Nous avons confirmé, par des expériences de retard sur gel, que la séquence consensus
pseudopalindromiqu®” TGTGA(N6)TCACA3’, déterminée a partir des 115 sites de fixation
potentiels de Ddrl, est spécifiquement fixée par Ddrl et uniquement en présence d’ AMPc.
Nous avons égalementontré que Ddrl se fixe spécifiquement en présence d’AMPc, a un
variant de cette séque: consensus, 5 TGTTAAAAAACTTACA 3’, présente en amont de
la séquence codante (positiom89 par rapport a I’ATG) du géne sodG codant une
superoxyde dismutase. Le paraquat gérereroduction d’anions superoxydes qui sont
convertis par des superoxydes dismutasgsroxyde d’hydrogéne. La fixation spécifique de
Ddrl en amont du promoteur putatif dedCsuggére que Ddrl pourrait activer la transcription
de sodCen réponse au stress oxydant, ce gptrrait en partie expliquer la sensibilité du
mutantAddrl au paraquat.

Chez de nombreuses bactéri®alfleau 3), I’interaction des facteurs de transcription
de la soudamille CRP avec I’AMPc est nécessaire a leur capacité a réguler 1’expression de
leurs genes cibles. Il a été démontré cBeroli que lafixation de I’AMPc¢ au domaine N-
terminal de la CRP, induit un changement conformationnel de la protéine, ce qui lui permet
de se fixer spécifiquement a I’ADN (Figure 38) (Popovychet al, 2009; Sharmat al, 2009 )
Ddrl possedet des 6 acides aminés essentiels pour la fixation de I’AMPc (Gly71, Glu72,
Arg82 et Thrl72) (Leet al, 1994; Schultz & Matin, 1991; Yargg al, 2016)et nous avons
montré que la préace d’AMPc est indispensable a la fixation spécifique de Ddrl a I’ADN,
suggérant que cheb. radiodurans la protéine Ddrl subit également un changement
conformationnel qui active la protéine. Des expériences de digestion partielle de la protéine
Ddrl par la trypsine, en présence owmrdAMPc, suivi de I’analyse des produits de digestion
par SDS-PAGE, pourrait permettre de mettre en évidence ces réarrangements structuraux

comme cela a déja été montré pour la protéine*EBtezM. tuberculosigBai et al, 2005).
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ChezD. radioduransddrl est le seul gene codant un régulateur transcriptionnel parmi
les 25 génes les plus induits, aprés traitement des cellules & un choc thermique de 5 min a
48°C (Schmidet al, 2005a). De plus, nous avons montré que le mutddt! est 1000 fois
plus sensible que la souche sauvage a 1’¢élévation de la température, lorsque les cellules sont
cultivées a 37°C, ce qui suggere que la protéine Ddrl joue un réle crucial dans la réponse au
choc thermique chel2. radioduransNos analyses par western-immunoblot ont confirmé que
la protéine Ddrl est fortement induite aprés un choc thermique (48°C pendant 30 min) et ont
montré que cette induction est dépendante du régulateur de réponse DrRRA. Une étude
antérieure a montré que la protéine DrRRA se fixe spécifiguement a la région promotrice de
Ddrl (Wanget al, 2008).D’aprés I’ensemble de ces données, nous proposons le modeéle
suivant pour la régulation de la réponse au choc thermiqueDcheaiodurangillustré dans
la Figure 45) : I’élévation de la température est percue par une histidine kinase, encore
inconnue, qui s’autophosphoryle puis transfeére le groupement phosphate au régulateur de
réponse DrRRA, qui devient alors fonctionnel et induit 1’expression du géne ddrl, qui lui-
méme induit I’expression de ses génes cibles.
Afin de mieux comprendre la thermosensibilité du mutsddrl, des expériences de RT-
qPCR ont été réalisées pour quantifier, I’induction de I’expression de plusieurs genes de
réponse au choc thermique dans la souche sauvage et le mdéaht Nous avons ainsi
montré qu’apreés un choc thermique de 5 min a 48°C, la protéine Ddrl est impliquée dans
I’induction de I’expression de génes codant 3 protéasesc(pB, lonl, lon2), 5 protéines du
métabolisme de I’ADN (dnaN mutT, ddrF, gyrA, uvrD2), 1 protéine du métabolisme des
lipides @r238J), 1 inhibiteur de la traductiomdiA), 3 protéines du métabolisme/transport des
carbohydrates df1571, dr0561, drA0319, 2 protéines impliquées dans la transposition
(dr1651 et dr1652 et 1 protéine hypothétiquedrd0369. Les genes dont le site cible
potentiel de Ddrl a été prédit en amont de leur séquence codaiatd (hutT, ddrF, gyrA,
uwrD2, dr1571 lonl, dr2381 drA0319et drA0369 sont supposes étre directement contrélés
par Ddrl. Parmi les genes cibles potentiels de Ddrl, 3 codent des régulateurs transcriptionnels
ou des régulateurs de réponsk0f43 dr2556 dr2629, suggérant 1’existence d’une ou
plusieurs voies de régulation complexes, dasguklles Ddrl régule de maniére indirecte,
I’expression de plusieurs génes de réponse au choc thermiquelpB, lon2, raiA, dr0561
dr1651 dr1652. Cependant des travaux antérieurs (Yahgl, 2016) ont montré, que Ddrl
se fixait a la région promotrice des gemmsl etlon2 et nous savons que les protéines de la
sousfamille CRP sont capables de reconnaitre des séquences d’ADN relativement

divergentes igure 44 et Figure 3A de (Meyer et al., 2018)). Il est donc possible que les
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prédictionsin silico des genes cibles de Ddrl ne nous apastpermis d’identifier I’ensemble
des sites cibles de Ddrl. C’est pourquoi, il serait intéressant de réaliser des expériences de
ChiP=seq avec des cellules ayant subi ou non un choc thermique (30 min a 48°C), afin d’avoir
une vision plus exhaustive de I’ensemble des geénes directement contrdlés par Ddrl aprés un
choc thermique.

La régulation de 1’expression des geénes du choc thermique est complexe et implique
des voies diverses chez les procaryotes. Elle inclut généralement un contrdle positif par
I’intermédiaire des facteurs o alternatifs qui dirigent spécifiquement la machinerie de
transcription vers les promoteurs des génes du choc thermique et/ou un contréle négatif par
I’action de répresseurs transcriptionnels, qui répriment I’expression des génes du choc
thermique en conditions standards (Roncarati & Scarlato, 2017). EChweti, la réponse au
choc thermique est gouvernée par 2 facteurs o alternatifs, le facteur 6°2 et le facteun®™ de la
sous-famille ECF (pour_ extracytoplasmique function) (Schumann, 20Bighre¢ 45).
L’augmentation rapide et transitoire de 1’expression des génes de choc thermique est
directement liée au taux de o>2actif dans la cellule. Le facteur 62 est normalement présent en
tres faible quantité, mais son expression, son activité et sa stabilité augmentent rapidement
apres un choc thermique, grace a la combinaison de plusieurs mécanismes difféggerds (
45) (Schumann, 2016). Il a notamment été démontré que le complexe formé par-fadERP
E. coli et I’AMPc induit in vitro etin vivo la transcription du gén@oH codant le facteur 6°2
(Nagaiet al, 1990).
Chez B. subtilis la réponse au choc thermique est contrblée par un réseau de régulation
complexe constitu¢ d’au moins 2 répresseurs transcriptionnels HrcA et CtsR, le facteur sigma
alternatif SigB et le systéme a deux composants CssS/CssR (SchumannFizdd-6 4f).
ChezD. radioduransdes études antérieures ont montré que la réponse au choc thermique met
€galement en jeu 2 autres acteurs, le facteur sigma alternatif de la sous-famille E€HeSigl
répresseur transcriptionnel HspR qui, en conditions standépasne 1’expression de géenes
codant des protéines chaperonnes ou des protéases en se fixant a la séquence consensus HAIR
(CTTGAGTN7ACTCAAG), située en amont de leur séquence codante (Sehmid2005a;
Schmidet al, 2005b; Schmid & Lidstrom, 2002)
Bien queD. radioduransposséde plusieurs genes codant des protéines régulatrices déja
caractérisées chez d’autres bactéries (exemple delexAl/lexA2, oxyRloxyR;), la réponse au
stress cheD. radioduransemble étre relativement différente des paradigmes établig€chez
coli ouB. subtilis Ce travail met en évidence que cliezradioduransl’implication dans la

réponse au choc thermiquBune voie de régulation complexe incluant plusieurs acteurs dont

119



le régulateur de réponse DrRRA et Ddrl en taritictivateur transcriptionnel, est également
une situation originale comparée a ce qui a été meht€d’autres bactéries telles que E.

coli etB. subtilis

Pour conclure, les études antérieures et notre travail montrent que le régulateur
transcriptionnel Ddrl est un acteur majeur dans la physiologie et la réponse a des stress variés
chez D. radiodurans(Yang et al, 2016). Les expériences de Chip-seq permettront de
déterminer 1’ensemble des cibles directes de Ddrl apreés un choc thermique et d’obtenir une

vision plus précise des éventuels réseaux de régulation complexes impliqués dans la mise en
place de la réponse au choc thermique éheadioduransChezE. coli, des expériences de
ChiP-seq ont mis en évidence que la ER$e fixe également & de nombreuses régions
intragéniques distribuées tout le long du chromosome, suggérant un rdle en tant
qu’organisateur du chromosome ou protéine NAP (Graingsral, 2005). Il sera donc
intéressant de déterminer si Ddrl joue également un réle dans la structuration du génome en

plus de celui de régulateur transcriptionnel.
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A La régulation de la réponse au choc thermique chez E. coli
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Figure 45: Régulation de la réponse au choc thermique chez E. coli, B. subtilis et D.

radiodurans.

— A) Chez E. coli, 1°) apres un choc thermique, le complexe CRP*-AMPc induit la
transcription du gene rpoH codant le facteur ¢’ (Nagai et al., 1990). A 37°C, PARNm
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rpoH forme une structure secondaire qui séquestre la séquence Shine-Dalgarno (SD,
rectangle orange) et inhibe la traduction de ’ARNm rpoH. Aprés un choc thermique
(42°C) la séquence SD est libérée, favorisant ainsi la traduction efficace du facteur ¢
(Schumann, 2016). En conditions standards, les protéines chaperonnes GroESL ou
DnaKJ fixent le facteur o> et inhibent son activité. Aprés une élévation de la
température, les protéines chaperonnes sont titrées par les protéines cellulaires mal
repliées, libérant ainsi le facteur 6> qui induit I’expression de son régulon (Guisbert et
al., 2004; Straus, Walter & Gross, 1987). 2°) A 30°C, ¢" est séquestré a la membrane
cytoplasmique par le facteur antisigma membranaire RseA. Apres un choc thermique,
les domaines périplasmique, transmembranaire et cytoplasmique de RseA sont
respectivement dégradés par les protéases membranaires DegS et RseP et une des 4
protéases cytosoliques (ClpXP, ClpAP, Lon, HslUV), ce qui libére le facteur o" et permet
I’induction de I’expresion du régulon o" (Chaba et al., 2007; Walsh et al., 2003). P:
périplasme, MI: membrane interne, C: cytoplasme.

- B) Chez B. subtilis, 1°) En conditions standards, HrcA réprime I’expression des génes
dnaK]J, grpE et groES en se fixant a la séquence d’ADN, appelée CIRCE (pour
controlling inverted repeat of chaperone expression, rectangle rouge) située dans leur
région promotrice (Zuber & Schumann, 1994). Aprés une élévation de la température
(42°C), le répresseur HrcA subit un changement conformationnel qui entraine sa
dissociation de ’ADN et permet ainsi I’induction de I’expression des génes controlés par
HrcA (genes de classe I). 2°) A 30°C, SigB est séquestré par le facteur antisigma RsbW,
apres une élévation de la température, le facteur anti-antisigma RsbV fixe le facteur
antisigma RsbW et permet la libération du facteur sigma 6" et ’induction du régulon 6>
(génes de classe II) (Dufour & Haldenwang, 1994). 3°) En conditions standards, le
répresseur CtsR (class three stress gene repressor) réprime I’expression des génes de
classe III (Derre, Rapoport & Msadek, 2000). Aprés un choc thermique (42°C), CtsR
subit un changement conformationnel, ce qui I’inactive et provoque sa dissociation de
I’ADN (Derre et al., 2000). La protéine kinase McsB phosphoryle et guide CtsR vers la
protéase CIpCP pour provoquer sa dégradation et permettre ainsi la dérépression
efficace du régulon des genes de classe III (Elsholz et al., 2011; Fuhrmann et al., 2009;
Kirstein et al., 2007; Kirstein et al., 2005). 4°) Le systeme a deux composants CssRS
(pour control of secretion stress regulator and sensor) est le 4™ mécanisme impliqué
dans la réponse au choc thermique chez B. subtilis (Westers et al., 2006). Apres une
élévation de la température (48°C), lhistidine kinase (HK) CssS, par un mécanisme
encore inconnu, s’autophosphoryle, puis transfére le groupement phosphate au
régulateur de réponse (RR) CssR, qui active ensuite la transcription de ’opéron cssRS et
des génes htrA et htrB codant des protéines chaperonnes-protéases localisées a la surface
externe de la membrane cytoplasmique, qui sont impliquées dans le repliement ou la
dégradation des protéines de ’enveloppe cellulaire (Darmon et al., 2002; Hyyrylainen et
al., 2001; Noone et al., 2012).

- C) Chez D. radiodurans, 1°) apres un choc thermique a 48°C, le facteur sigma alternatif
Sigl induit P’expression des génes codant des protéines chaperonnes, la protéine
membranaire PspA (phage shock protein A) dont I’homologue chez E. coli est impliqué
dans le maintien de Dintégrité de la membrane externe aprés des stress variés
(Kleerebezem, Crielaard & Tommassen, 1996), le facteur Tig (trigger factor), une
protéine chaperonne impliquée dans le repliement correct des polypeptides émergeant
du ribosome etc (Deuerling et al., 1999; Schmid et al., 2005a; Schmid & Lidstrom, 2002).
2°) En conditions standards, le répresseur transcriptionnel HspR réprime I’expression
des génes codant des protéases ou des protéines chaperonnes en se fixant spécifiquement
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a la séquence consensus HAIR (HspR-associated inverted repeat, rectangle rouge),
située dans leur région promotrice (Schmid et al., 2005b). 3°) Apres un choc thermique
(48°C), une histidine kinase (HK) encore inconnue, active le régulateur de réponse
DrRRA, qui induit P’expression de Ddrl qui lui-méme induit I’expression de génes
codant 3 protéases, 5 protéines du métabolisme de I’ADN, 1 protéine du métabolisme
des lipides, 1 inhibiteur de la traduction, 3 protéines du métabolisme/transport des
carbohydrates, 2 protéines impliquées dans la transposition et 1 protéine hypothétique.
Un controle direct de DdrlI est suspecté dans le cas ou un site cible potentiel de DdrI est
présent en amont de leur séquence codante (dnaN, mutT, ddrF, gyrA, uvrD2, drl1571,
lonl, dr2381, drA0319 et drA0369). DdrI régule également I’expression de 3 régulateurs
transcriptionnels ou régulateurs de réponse, suggérant que Ddrl régule également
I’expression de nombreux genes de maniere indirecte (clpB, lon2, raiA, dr0561, dr1651 et
dr1652).
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Chapitre 2:

L’absence de la protéine RecN, supprime la
sensibilité aux agents endommageant I’ADN du
mutant ApprA chez la bactérie radiorésistante

Deinococcus radiodurans.
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PROBLEMATIQUE:

Les études antérieures ont montré que la protéine PprA, une protéine spécifique des
Deinococcaceaejoue un role clé dans la radiorésistanceDderadiodurans En effet, la
délétion du genepprA sensibilise fortemenD. radioduransa 1’exposition aux agents
endommageant I’ADN (rayonnements y, UV, mitomycine C) (Devigneet al; Tanakaet al,

2004) et des analyses de la morphologie des cellules par microscopie a épifluorescence,
montrent que 7h aprés exposition au rayonnement y (3,8 kGy), 90% des cellules du mutant
ApprA sont anucléées ou présentent des défauts de ségrégation de I’ADN, suggérant que 1a

protéine PprA, joue un r6le important dans la ségrégation des chromosomes aprés exposition
des cellules au rayonnement y (Devigne et al, 2013). De plus, aprés exposition au
rayonnement v (3.8 kGy), la protéine PprA-HA est localisée au niveau du septum de division

puis apparait sous forme d’un fin filament reliant les cellules filles (Figure 27). Il a été

montré que PprAnteragit avec I’ADN gyrase et stimule in vitro ’activité de décaténation de

I’ADN gyrase (Devigneet al, 2016) L’ensemble de ces données suggére que PprA, via son
interaction physique et fonctionnelle avec I’ADN gyrase, est impliquée dans la ségrégation

des chromosomes apres exposition des cellules au rayonnement .

Chez les bactéries telles q&e coli et B. subtilis les protéines de la famille SMC (pour
structural_maintenance ohi@mosome) jouent un réle important dans 1’organisation et la
dynamique des chromosomes telles que la condensation du nucléoide, la cohésion des

chromatides sceurs et la ségrégation des chromosomes (Graumann & Knust, 2009).

D. radiodurangossede 3 protéines de la famille SMC : SMC, SbcC et RecN. Afin d'étudier
les interactions génétiques possibles entre PprA et les protéines de la famille SMC, les
doubles mutants ApprAAsmc ApprAAsbcCet ApprAArecN ont été construits et caractérisés.
Alors que les doubles mutants ApprAAsmc et ApprAAsbcC augmentent modérément la
sensibilité du simple mutanhpprA de maniere intéréssante, la délétion du geéxuN
supprime le phénotypée sensibilit¢é du mutant ApprA aux rayonnementg, UV, a la
mitomycine C ouaux inhibiteurs de I’ADN gyrase (acide nalidixique et novobiocine).
L’absence de RecN supprime ¢galement les défauts de ségrégation observés dans les cellules

du mutant ApprAapres exposition au rayonnement y. Nous avons donc essayé de comprendre

pourquoi 1’absence de la protéine RecN supprimait I’ensemble des phénotypes des cellules
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dépourvues de PprA et D’article suivant (en préparation) propose un modele du réle des

protéines RecNt PprA dans la réparation de I’ADN chezD. radiodurans
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La structuration de I’ADN au sein de la cellule garantit 1’intégrité du chromosome et
sa compaction mais également 1’accessibilité des enzymes, notamment les ADN ou ARN
polymérases, afin de réaliser les réactions nécessaires a la viabilité de la cellule: réplication,
transcription, recombinaison, ségrégation des chromosomes. Chez les bactéries, cette
structuration du chromosome implique la présence des ADN topoisomérases et des protéines
SMC.

1°) Les contraintes topologiques de ’ADN et le role des ADN
topoisomérases

Chez tous les organismes vivants, la superhélikitd’ ADN peut étre considérée
comme une fonction biologique cruciale. Les ADN topoisomérases modulent le degré de
surenroulement de I’ADN et permettentainsi a la cellule d’effectuer les réactions
indispensables a sa croissance. En effet, la plupart des mécanismes biologiques fondamentaux
(réplication, transcription ou réparation de I’ADN, condensation/décondensation de I’ADN et
ségrégation des chromosomes) induisent de hombreuses contraintes topologiques et les ADN
topoisomérases, de par leurs activités, sont impliquées dans la résolution de ces contraintes

topologiques (Champoux, 2001).

La double hélice de ’ADN s’enroule autour d’un axe hélicoidal, générant des
supertoursjui lui permet d’adopter une structure compacte. L’état thermodynamique le plus
stalie pour une molécule d’ADN circulaire est 1’état totalement relaché, 1’introduction de
supertours négatif¢ans I’ADN facilite I’ouverture de la double hélice de I’ADN, ce qui est
essentiel pour la réplication, ksanscription et la recombinaison de ’ADN. A I’inverse,
I’introduction de supertours positifs dans I’ADN stabilise la double hélice et empéche son
ouverture (Hsieh & Wang, 19759)es ADN topoisomérases ont la capacité d’introduire ou de
supprimerdes supertours dans I’ADN et/ou interviennent dans la caténation/décaténation des

chromosomes.

Les ADN topoisomérases ont une structure en forme de pince, elles contrdlent les
variations du surenroulement dans I’ADN, en introduisant des coupures transitoires de ’ADN
et en catalysant le passage de I’ADN a travers ces coupures avant de les refermer. Les ADN
topoisomérases utilisent un résidu tyne pour rompre la liaison phosphoester de I’ADN.
Suivant leur mode de coupure, les ADN topoisomérases sont classées en deux groupes: les

ADN topoisomérases de type | et de type Il, chacunes divisées en 2 familles A et B.NLes AD
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topoisomérases de type IA et IB different par la liaison formée entre la tyrosine catalytique et
I’ADN, alors que les ADN topoisomérases de type Il different par leur structure
tridimensionnelle. Les ADN topoisomérases de type | introduisent une coupure transitoire
simple brin,alors que les ADN topoisomérases de type Il génerent une coupure double brin
de ’ADN.

Lors de I’hydrolyse d’un brin de I’ADN via une réaction de trans-estérification, le
groupement tyrosine des ADN topoisomérases de type | forme une liaison covalente avec
I’extrémité 5° (cas des topo IA) ou 3’ phosphate (cas des Topo IB) du brin hydrolysé, puis ces
enzymes transférent 1’autre brin a travers la coupure (cas des Topo IA) ou effectue une ou

plusieurs rotations autour du brin intact (cas des Topo IB) puis referment la coupure pour

-
P

obtenir un ADN circulaire relach&igure 46).

I)@

Figure 46: Modéle d’action des ADN topoisomérases de type I sur le relachement de
I’ADN (d’aprés (Bugreev & Nevinsky, 2009)).
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