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Résume

Les intégrons de multirésistance (IM) sont des €léments génétiques jouant un
role majeur dans la résistance des bactéries aux antibiotiques, principalement les
bactéries a Gram négatif. Ils constituent un systéme naturel de génie génétique
permettant la capture, ’expression et la dissémination de genes de résistance
contenus dans des cassettes. Un intégron code une intégrase Intl qui catalyse
I’insertion de ces cassettes en aval d’un promoteur Pc. Ce promoteur assure
I’expression des genes de cassettes, a la fagcon d’un opéron. Il existe plusieurs
classes d’IM. Notre travail a porté sur les IM des classes 1 et 2, les plus
prévalentes dans les isolats cliniques. Le Pc des IM de classe 1 est situé dans la
séquence codante du gene de I’intégrase et existe en plusieurs variants de forces
distinctes. En analysant I’ensemble des séquences d’IM de classe 1 disponibles
in silico, nous avons montré qu’il existe au moins 13 variants du promoteur Pc
inégalement distribués, les variants les plus faibles prédominant. Ces tendances
ont ¢té confirmées dans une étude €pidémiologique d’IM de classe 1 d’une
population de souches d’Escherichia coli isolées en France ou en Espagne.
D’autre part, nous avons montré que plus le variant de Pc est faible, plus
I’intégrase est active. Par ailleurs, Pc faisant face au promoteur de 1’intégrase

Pintl1, il existe une interférence entre ces promoteurs.



Enfin, nous nous sommes intéressés aux IM de classe 2 souvent décrits dans
différentes études épidémiologiques mais assez peu étudiés pour I’expression de
leurs genes de cassettes et de 1’intégrase, cette derniere étant le plus souvent non
fonctionnelle. Nous avons caractéris€ la région promotrice des genes de
cassettes et de I’intégrase de ces IM et avons montré que dans les rares cas ou le
gene de 'intégrase code une protéine fonctionnelle, la région promotrice des
genes de cassettes est moins efficace.

Ce systeme d’équilibre entre expression des genes de cassette et activité de
I’intégrase est probablement une des clés du succes biologique des IM de classe

1 et 2 dans le monde bactérien.

Mots clés : intégrons, promoteurs, régulation de la transcription, résistances,

antibiotiques.



Title : Regulation of gene cassettes genes and integrase expression in multiresistant
integrons.

Abstract: Multiresistant integrons (MRI) are genetic elements largely involved in the
dissemination of antibiotic resistance among Gram-negative bacteria. They act as natural
genetic tools able to capture, express and disseminate antibiotic resistance genes embedded
within cassettes. They typically consist of a gene (intl) encoding an integrase that catalyzes
the gene cassette movement by site-specific recombination, a recombination site (aft/) and a
promoter (Pc) responsible for the expression of inserted gene cassettes. Several classes of
MRI have been identified and our work focused on the classes 1 and 2 MRI, which are the
most prevalent among clinical isolates. In class 1 MRI, Pc is located within the integrase
gene. Based on an in silico analysis of all the class 1 MRI sequences available in the
databases, we showed that there are 13 variants of Pc unequally distributed, the weakest being
the most prevalent. We found that these in silico trends are consistent with in vivo distribution
of Pc, as we studied in french or spanish E.coli strains. Moreover, we showed that the weakest
the Pc variant, the more efficient the encoded Intl1. On the other hand, Pc being face to face
with the integrase gene promoter, we showed that there are interferences between these
promoters. Lastly, we focused on the class 2 MRI, whose int/ gene most often encodes a
truncated integrase. We characterized the promoter of this gene but also of the two promoters
driving the transcription of the cassettes genes inserted in this class. These two promoters are
less efficient in the rare MRI 2 that encodes a functional IntI2.

Thus, MRI display equilibrium between cassette gene expression and integrase activity that is

probably a key element for the successfulness of these IM in the bacterial world.
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Glossaire

Abréviations
3°CS
5°CS

5S’RACE

aa
ADN
ADNc
ARN
ARNi
ARNm
ARNnRce
ARNr
ARNt

ARNtm

CR

dNTP

ddNTP

Définitions
3’ Conserved Region

5’ Conserved Region

5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (Amplification Rapide

des Extrémités d’ADNCc)
Adénine/Adénosine

Acide Aminé

Acide désoxyribonucléique

ADN complémentaire

Acide ribonucléique

ARN interférent

ARN messager

ARN non codant

ARN ribosomique

ARN de transfert

ARN transfert-message
Cytidine/Cytosine

Common Region

Adénine, Guanine ou Thymidine
Désoxyribonucléotide Triphosphate
Didesoxyribonucléotides Triphosphate

ARN polymérase (apoenzyme)
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Eoc
ECF
E.coli

FT

ICE
IM
IMn
INSD
IS

IT

kDa

Min.

ng

nts

ORF

Pb

PCR

P. aeruginosa

ppGpp

R

ARN polymérase (holoenzyme)

Extracytoplasmic Function

Escherichia coli

Facteur de Transcription
Guanine/Guanosine

Cytidine , Adénine ou Thymidine
Integrative Conjugative Element

Intégrons de Multirésistance

Intégrons de Multirésistance de classe n
International Nucleotide Sequence Database
Insertion Sequence (Séquence d’Insertion)
Interférence Transcriptionnelle

Kilo Dalton

Adénine ou Cytidine

Minutes

Adénine, Cytidine, Guanine ou Thymidine
Nanogramme

Nucléotides

Open Reading Frame (Cadre Ouvert de Lecture)
Paire(s) de bases

Polymerase Chain Reaction (Réaction en Chaine de la Polymérase)
Pseudomonas aeruginosa

Guanosine 3’-5” biphosphate

Adénine ou Guanine
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RBS Ribosome Binding Site (Site de Liaison des Ribosomes)

sec Secondes

SI Super-intégron

T Thymidine

TIR Translation Initiation Region (Région d’initiation de traduction)
V. cholerae Vibrio cholerae

W Adénine ou Thymidine

X-gal 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-f-Galactopyranoside

Y Cytidine or Thymidine
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Préambule



La découverte de la pénicilline en 1928 a été la premicre étape de la caractérisation de
nombreuses molécules, appelées antibiotiques, capables a faible concentration de tuer ou
inhiber la croissance d’un large spectre de micro-organismes. Les antibiotiques ont bouleversé
I’histoire de la médecine en guérissant des infections autrefois fatales. Cependant, les
bactéries ont su s’adapter en mettant en ceuvre différents mécanismes de résistance
(modification, substitution ou altération de la cible intracellulaire, modification ou expulsion
de Dantibiotique). Ces bactéries résistantes ont ensuite disséminé sous I’influence de
I’utilisation croissante des antibiotiques en médecine humaine. Par ailleurs, les antibiotiques
ont aussi souvent ét¢ employés comme additif alimentaire pour stimuler la croissance des
animaux, ce qui a augment¢ la pression de sélection. Enfin, les bactéries possédent différents
supports génétiques tres élaborés qui permettent le transfert des génes de résistances entre
bactéries parfois ¢loignées sur le plan phylogénique favorisant ainsi la dissémination de la
résistance aux antibiotiques. Parmi les éléments génétiques mobiles, les plasmides et les
transposons ont ¢ét¢ largement étudiés. Les plasmides sont des molécules d’ADN
indépendantes du chromosome et capables d’autoréplication. Ils peuvent étre présents en
multicopies chez une bactérie et des plasmides différents peuvent cohabiter au sein de la
méme bactérie. Chacun peut porter plusieurs génes de résistance aux antibiotiques conférant
ainsi en bloc une multirésistance. Les transposons sont des séquences d’ADN capables de
promouvoir leur propre transfert d’un réplicon a I’autre (chromosome ou plasmide). Les
transposons peuvent s’intégrer au chromosome de la bactérie. Ces éléments mobiles peuvent
servir de véhicule aux génes de résistance et permettre leur dissémination.

En 1989, Hatch Stokes et Ruth Hall ont décrit un nouvel élément baptisé « intégron » qui
constitue un systeme original de capture et d’expression de génes sous forme de cassettes.
Aujourd’hui, les intégrons sont considérés comme des acteurs majeurs de la dissémination des

résistances dans le monde bactérien.
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Introduction



Chapitre 1 : Initiation de la transcription chez les procaryotes

La transcription est un processus biologique qui consiste en la copie de régions précises de
I’ADN en molécules d’ARN appelés transcrits. Tous les ARN cellulaires sont synthétisés par

transcription et il en existe deux types :

- Les ARN messagers (ARNm) relaient I’information génétique codée par les génes qui

sera ensuite, lors du processus de traduction, convertie en protéines.

- Les ARN non codants (ARNnc) regroupent des transcrits impliqués dans d’autres
fonctions, notamment dans la traduction (ARNt, ARNr, ARNtm) ou des fonctions de

régulations (ARN interférent, ARN antisens).
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linker 03-04

Figure 1 : Représentation schématique de I’ARN polymérase bactérienne sous forme holoenzyme.
Chaque sous unité formant [’holoenzyme (ayet ay, B, B, O et w) est représentée d’'une couleur

propre, et son nom est indiquée.

Les positions des régions conservées du facteur o (02 a 04) sont précisées.



A. L’ARN polymérase

1. Structure de I’ARN polymérase

Tous les ARN d’une cellule procaryote sont synthétisés par une méme ARN polymérase.
Celle-ci existe d’abord sous la forme d’une apoenzyme « core » (E) de structure pentamérique
off’w d’environ 450 kDa. Elle présente une conformation tri-dimensionelle en « pince de
crabe » née de 1’assemblage des sous unités f et B’ qui portent les résidus catalytiques
(Borukhov et Nudler, 2008) (Figure 1). La sous unité o participe a cette dimérisation, et la
sous unité w en facilite le repliement telle une protéine chaperone.

Ce complexe enzymatique n’est pas fonctionnel pour initier la transcription ; en effet, s’il
présente une certaine affinité pour les molécules d’ADN, il n’y distingue pas les séquences
spécifiques des promoteurs. L’association réversible d’une sixieme sous unité o (ou facteur
o) sur I’enzyme « core » crée une holoenzyme (Ec) dont I’affinité générale pour I’ADN est
réduite au profit d’une forte spécificité pour les promoteurs. Seule I’enzyme Eo se fixe aux

promoteurs d’ou elle initie la transcription.

2. Le facteur o
a- Définition
Le facteur o est une sous unité de ’ARN polymérase essentielle a la transcription, et dont la
taille varie de 20 a 70 kDa. En se liant de facon réversible a I’enzyme « core », le facteur o
diminue son affinité globale pour I’ADN au profit d’une affinité sélective bien plus forte pour
les promoteurs. Les bactéries contiennent un nombre variable de facteurs o,de 1 chez
Mycoplasma genitalium a 65 chez Streptomyces coelicolor. Un seul assure la transcription des
genes dits « de ménage », qui sont essentiels a la survie cellulaire et sont exprimés de facon
constitutive. En réponse a de nouvelles conditions de croissance, d’autres facteurs o, qualifiés

d’alternatifs se lient a I’apoenzyme a la place du facteur o principal. Ils forment ainsi de
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nouvelles holoenzymes Eo capables de transcrire les genes requis dans ces nouvelles
conditions.

b- Structure

Deux grandes familles structurales de facteurs o ont été identifées a ce jour : la famille du
facteur 6”° et celle du facteur o>*. Le facteur o'° (70 kDa) est composé de quatre domaines
conservés numérotés ol a 04 et d’un « linker » de 33 résidus reliant les domaines o3 et o4
entre-eux (Paget et Helmann, 2003). Les domaines 02 a 04 sont exposés a la surface de la
protéine et incluent chacun une hélice qui interagit avec des régions spécifiques du promoteur.
La région ol est moins bien conservée au sein des facteurs o et son role dans la transcription
est peu connu. La structure du facteur o>* est différente et lui permet de s’associer a ses

promoteurs spécifiques en absence de I’enzyme « core » (Wigneshweraraj et al., 2008).
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Famille des facteurs 7%

Famille des
facteurs ¢%4

Groupe 1: Groupe 2: Groupe 3: Groupe 4:
Facteurs o Groupe 5:
Facteur o Facteurs o lternatif Facteurs o TxcR
primaire alternatifs aternati’s ECF
plus divergents
70 G38(5S) o o TxeR
o HrdA Sik Sk
HrdC o o
HrdD o° o
O—BldN
CnrH
AlgU/T
CarQ
Vrel

Figure 2: Classification des facteurs o bactériens

Deux familles structurales de facteur o se distinguent, la famille des facteurs 0”° se divise en 5

groupes. Des membres de chaque groupe sont indiqués, dont les sept qui ont été caractérisés a ce

jour chez E.coli (leurs noms sont soulignés)




c- Diversiteé
La grande majorité des facteurs o décrits appartiennent a la famille structurale de ¢”’. Sur la
base de leur divergence avec o'°, on en distingue quatre groupes principaux (Helmann, 2002)
Figure 2) :

(i) Le Groupe 1 compte 1’ensemble des facteurs o principaux, soit o'° chez Escherichia
coli (E.coli) et ses orthologues, qui assurent la transcription des geénes essentiels
dits « de ménage ». La synthése de ces facteurs n’est pas régulée.

(ii) Le Groupe 2 comprend les facteurs o alternatifs les plus apparentés a o'°. Ainsi, le
facteur o°° (plus connu sous le nom de 6°) est si proche de o’ qu’un grand nombre
de promoteurs sont reconnus et transcrits par les deux facteurs o. Ces facteurs sont
davantage produits en conditions de stress nutritif, induisant par exemple I’entrée
en phase stationnaire de croissance.

(iii)) Le Groupe 3 rassemble des facteurs o alternatifs dont la structure est plus €¢loignée
de 6'°, puisqu’ils ne présentent pas les régions ol et 03. Ils sont impliqués dans la
réponse aux chocs thermiques (0°%), la biogénése des flagelles (0**) ou la
sporulation (0", o chez Bacillus). Ces facteurs sont trés régulés, au niveau de leur
synthese, par protéolyse ou des inhibiteurs « anti- o ».

(iv) Le Groupe 4 regroupe de nombreux facteurs o (aussi appelés ECF pour
ExtraCytoplasmic Function) Ils reconnaissent un petit nombre de promoteurs et
interviennent dans la transcription de genes impliqués dans un certain nombre de
processus physiologiques : homéostasie (0%, 0%), teneur en fer ferrique
('), virulence (Vrel), résistance et perméabilité aux antibiotiques (o),

BIdN

adaptation a une haute salinité (6™) ou différenciaton cellulaire (0® ™) (Llamas et

al., 2009).

22



Facteur o | Géne Fonctions Séquence consensus du promoteur Références

o rpoD Facteur o majeur en phase exponentielle de croissance TTGACA-N,,-TATAAT Hawley et McClure, 1983
Facteur 0 majeur en phase stationnaire de croissance,
réponse a des chocs oxydatifs, osmotiques, acides,

o* rpoS TTGACA-N,-CTATACT Lacour, Kolb et Landini, 2003
thermiques ou UV.
Genes de virulence chez Salmonella et Yersinia
Transcription des protéines de choc thermique induit par

o2 rpoH 4 CTTGA-N;;-GNCCCCATNT | Wang et deHaseth, 2003
les stress cytoplasmiques

o8 flid Transcription des génes tardifs de flagelle CTAAA-N;5-GCCGATAA Koo et al., 2009
Réponse au stress périplasmique, maintien de 1’enveloppe )

o 1poE GGAACTT-N,5,-GTC(A/T)'AA | Rhodius ef al., 2006
cellulaire

ol fecl Captage et transport du fer GAAAAT-N15-TGTCCT2 Enz et al., 2003
Métabolisme de 1’azote, modification des ARN,

ot rpoN CTGGNA-N6-TTGCA Kelly, Ferguson et Hoover, 2000
synthese des flagelles, réponse a ’infection phagique

Tableau 1 : Liste et caractéristiques des sept facteurs o d’Escherichia coli identifiés a ce jour.
N:A4, C GouT.

! Les bases A et T sont également représentées a cette position.

2 o A . 9
Séquence du seul promoteur connu pour étre transcrit par le facteur o




De facon intéressante, alors que la plupart des protéobactéries possedent moins de
5 facteurs o ECF, 19 ont été identifiés chez Pseudomonas aeruginosa (Potvin,
Sanschagrin et Levesque, 2008).

(v)  Le Groupe 5 a été établi récemment pour prendre en compte des protéines jouant
un rdle analogue au facteur ¢’ mais ne partageant que peu d’identité. Ils sont

impliqués dans la synthése de toxines (TxeR) ou de bactériocines (TetR).

d- Les facteurs o d’Escherichia coli

Sept facteurs o, décrits dans le tableau 1, coexistent chez E. coli, le facteur o’ jouant le role

de facteur principal.
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Promoteur Promoteur Terminateur
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15-21 pb 35 pb

Figure 3: Organisation d’un opéron et d’'un promoteur bactérien.

Les ORF de I’opéron, représentés par des rectangles oranges, sont transcrits depuis un méme
promoteur, symbolisé par une fleche cassée bleue. La transcription se termine au niveau du
terminateur (symbole ? ). Cette organisation n’exclut pas la présence d’autres promoteurs actifs
pour l’expression des genes.

L’organisation du promoteur est détaillée: les éléments -35 et -10 sont représentés par des
rectangles violets, le (+1) de transcription par une fleche cassée violette. Les distances entre ces

éléments, ainsi qu’entre le (+1) de transcription et le début de I’ORF sont indiquées.



B. Les promoteurs bactériens

Un promoteur est la région en amont d’une séquence codante indispensable pour initier,
localiser et orienter sa transcription. Il est spécifiquement reconnu et li¢ par ’ARN
polymérase. Un seul promoteur peut controler la transcription de plusieurs genes
(organisation en opéron, Figure 3) et réciproquement, plusieurs promoteurs peuvent

contribuer a la transcription d’un seul gene.

1. Structure des promoteurs bactériens

Un promoteur se termine par le site (+1) d’initiation de transcription, qui correspond a la
premiére base copiée (ou transcrite) en ARN. En général, il s’agit d’un A ou d’un G, plus
rarement un C ou un T. Il est situé en moyenne a 35 paires de bases (pb) en amont du codon
d’initiation (ou codon START) du gene transcrit, rarement a plus de 100 pb (sauf pour les cas
des génes transcrits en opéron)(Shultzaberger et al., 2007).

Les promoteurs reconnus par les facteurs o de la famille o’ sont organisés en deux
¢léments fonctionnels majeurs initialement nommés «-35» et «-10» en raison de leur
position par rapport au site (+1) (Figure 3).

La séquence type (ou séquence consensus) de ces ¢éléments a été bien établie pour les
promoteurs reconnus par le facteur 0’° d’E. coli : TTGACA pour 1’élément -35, TATAAT
pour I’¢élément -10, avec un espacement entre ces deux éléments pouvant varier de 15 a 21 pb,
mais qui est généralement de 16 a 18 pb (Hawley et McClure, 1983 ; Shultzaberger ef al.,
2007) (Figure 3).

L’¢élément -35 consensus est légérement différent chez P. aeruginosa: TTGACC (Potvin,
Sanschagrin et Levesque, 2008). Quelques données suggerent également une divergence de

ces signaux chez Acinetobacter (Kishan et Hillen, 1990 ; Segal et Elisha, 1999).
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2. Efficacité et force des promoteurs

a- Reégle principale

Tous les promoteurs ne sont pas également compétents pour initier la transcription d’un géne.
Globalement, un promoteur est d’autant plus efficace (ou fort) qu’il présente d’identité avec
les séquences consensus. La variation d’une base par rapport au consensus affecte d’autant

I’efficacité du promoteur qu’elle est située a une position fortement conservée.

\ 0
b- Cas des promoteurs 4 o’

Les deux premicéres bases (« TA ») et le dernier « T » de I’élément -10 d’un promoteur & ¢”°
sont particuliérement conservés et jouent un rdle crucial pendant I’initiation de la transcription
(Schroeder, Choi et DeHaseth, 2007) ; la mutation de ces seules bases peut suffire a inactiver
totalement un promoteur a '’. Moyle et coll. ont établi, pour chaque position des éléments -
35 et -10, la hiérarchie des bases en fonction de la force du promoteur généré (Moyle,
Waldburger et Susskind, 1991). Cependant, au dela des éléments -35 et -10, d’autres régions
contribuent 4 la force des promoteurs de 6”°:
* La taille et la composition de I’espacement entre les éléments -35 et -10
(« espaceur »). Bien qu’il ne joue pas un role direct dans la transcription, I’espaceur
est un élément clé de 1’architecture du promoteur. Ainsi, les promoteurs fonctionnant
avec des espaceurs de 15 ou 21 pb ou qui sont riches en G/C sont peu efficaces (Hook-
Barnard et Hinton, 2009). Pour autant, il n’existe pas de séquence consensus pour
cette région, trés variable selon les promoteurs.
* Environ 20% des promoteurs caractérisés d’E.coli présentent un motif TGN (N : A, T,
C ou G) immédiatement en amont de 1’¢1ément -10 (Burr et al., 2000). Cette région,
connue sous le nom de « -10 étendue », peut compenser I’absence d’une région -35

canonique ou augmenter jusqu’a 20 fois la force d’un promoteur (Kumar et al., 1993).
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Un promoteur atypique fonctionnant sans ¢lément -10 mais avec un ¢lément -35 et un
motif TGN a également été décrit (Hook-Barnard, Johnson et Hinton, 2006).

* Les promoteurs bactériens les plus forts, comme ceux pour la synthése des ARN
ribosomaux, présentent une région trés riche en A/T juste en amont de leur élément -
35 (consensus : AAAWWTWTTTTNNNNAAANNN, W:AouT,N: A, C, TouQG).
Cet ¢lément nommé « UP » peut augmenter jusqu’a 100 fois la force d’un promoteur
(Estrem et al., 1998).

* Enfin, une étude récente suggere que la base située juste en aval de 1’élément -10

(position -6) participe aussi a l’initiation de la transcription sans que la base

préférentielle a cette position n’ait été identifiée (Haugen et al., 2008).

c- Cas des promoteurs des autres facteurs o

Les séquences consensus des promoteurs des autres facteurs o d’E.coli sont représentées dans

le tableau 1.

3. Polymorphisme des promoteurs bactériens

Le promoteur d’un méme géne peut, selon les alleéles ou les souches d’une méme espéce
bactérienne, présenter des mutations dans ses éléments fonctionnels. La plupart du temps, ces
variations modifient son efficacité et donc le niveau d’expression du ou des génes dont il
assure 1’expression. Par exemple, chez E.coli, des variations du promoteur du gene ampC, qui
code une céphalosporinase, sont a 1’origine d’une augmentation du spectre de résistance vis a
vis des P-lactamines (Caroff er al., 1999). Le niveau de résistance des souches est alors
directement li¢ a la séquence du promoteur. De la méme fagon, les génes blatpm codant des [3-
lactamases peuvent étre transcrits par quatre promoteurs différents dont les forces sont

variables (Lartigue et al., 2002).
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A
L]

Ext. -10 -6  (+1)

Figure 4: Représentation schématique des interactions de [’ARN polymérase
bactérienne avec un promoteur a o'°.
Les élements fonctionnels du promoteur bactérien (UP, élément -35, Ext., ¢lement -10
et base -6) sont représentés par des cadres de la méme couleur que les régions de
[’ARN polymérase (cercles) avec lesquelles ils interagissent. « Ext » = Extension de
[’élément -10, ou motif « TGN » immédiatement en amont de [’élement -10);
« aCTD » = région C-terminale de la sous-unité a, «04.2, 03.0, 02.4 et 0l1.2 »

désignent les régions conservées du facteur o'’ D ’aprés Haugen et al., 2008.



D’autres génes, en dehors de ceux codant des résistances aux antibiotiques, présentent des
variations de leurs promoteurs, dans I’¢lément -10 (de Vin et al., 2005) ou dans ’espaceur
(Kulaeva et al., 1998 ; Rauzier et al., 1999).

Enfin, les promoteurs de certains geénes peuvent étre modifiés par 1’intégration d’une
séquence d’insertion (IS), le plus souvent parce que cette IS fournit un élément -35 alternatif,
plus rarement un promoteur complet (Pour revue : (Depardieu et al., 2007)). Par exemple, le
promoteur du gene ampC est 20 fois plus fort suite a I’insertion de 1I’'IS2, car celle-ci ameéne
un ¢lément -35 mieux positionné par rapport a 1’élément -10 que ne I’est I’élément -35

original ( 17 pb au lieu de 16 pb)(Jaurin et Normark, 1983).

C. Déroulement de la transcription chez les procaryotes

La transcription est communément décrite en 3 étapes : initiation, élongation du transcrit, et
terminaison. L’initiation de la transcription, étape limitante et la plus controlée du processus,

est détaillée ici.

1. Fixation de ’ARN polymérase sur le promoteur

L’ARN polymérase se lie a un promoteur via des contacts spécifiques entre les nucléotides les
plus conservés des éléments -35 et -10 et les régions 04.2 et 02.4 du facteur o,
respectivement (Figure 4). Les promoteurs avec une région -10 étendue contactent aussi la
région 03.0 ; ceux avec un ¢lément UP, les sous unités o de I’ARN polymérase (Figure 4). De
plus, la base située juste en aval de I’élément -10 interagit avec la région ol.2 (Figure 4).
L’ARN polymérase fixée sur le promoteur est un « complexe fermé » stable qui recouvre les

55 premiceres bases en amont du (+1) de transcription.
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2. Isomérisation de I’enzyme sur le promoteur

Le contact de I’ARN polymérase avec la base a la position -11 entraine une série de
changements de conformations aboutissant a 1’ouverture du duplex ADN en une « bulle » de
transcription qui s’étend des bases -11 a +2. Le complexe, nommé « ouvert » a ce stade, est
stabilis¢ en raison d’une zone de contact prolongée. Ces isomérisations irréversibles

constituent I’étape limitante de la transcription, d’ou I’importance de la nature de la base -11.

3. Transcription abortive et sortie du promoteur

Dans un premier temps, ’ARN polymérase incorpore les nucléotides (nts) complémentaires
aux bases +1 et +2 et synthétise d’abord un petit transcrit qui, lorsqu’il atteint une taille
d’environ 9-11 nts, déstabilise le complexe, entrainant la dissociation de I’enzyme (clairance)
et 1’élagage du facteur o: I’enzyme qui poursuit la transcription est donc un complexe

d’élongation pentamérique o33’ w.

4. Elongation et terminaison de la transcription

La synthése du transcrit se poursuit a une vitesse d’environ 40 nts/sec, ponctuée de pauses
réversibles. La bulle de transcription (environ 17 pb) migre en parallele pour que la
polymérase puisse accéder au brin matrice. La transcription se termine quand le complexe
ternaire ARN polymérase-ADN-ARN est suffisamment déstabilisé. Deux types de séquences

conduisent a la terminaison de la transcription :

* la séquence rut transcrite est un site de liaison pour une hélicase qui sépare ADN et

ARN, entrainant la dissociation du complexe (Richardson, 2002).

* une séquence palindromique riche en G/C immédiatement suivie d’une série de T : le

transcrit de cette région forme une tige-boucle refermée par un duplex hybride A :: U instable,

une situation dans laquelle le complexe ternaire se dissocie (Yarnell et Roberts, 1999).
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D. Régulation de la transcription des genes bacteriens

Chaque étape de I’expression d’un géne est susceptible d’étre régulée. En effet, la cellule
bactérienne orchestre un réglage fin du niveau d’expression de la plupart de ses génes de
facon a ce que leur produit soit disponible en quantités et au moment requis. Ces régulations
jouent également un réle majeur dans I’aptitude de la cellule a s’adapter a un changement
d’environnement (« stress »).

Dans ce chapitre, nous présenterons les différentes modes de régulations notamment celles
liées a D'initiation de la transcription ou a la proximité de plusieurs promoteurs, situation

fréquente chez les intégrons (voir chapitre 2).

1. Régulation de Pinitiation de la transcription

a- Modulation de la disponibilité en ARN polymérases fonctionelles

Les génes codant les sous unités de I’ARN polymérase sont exprimés constitutivement ou
bien autorégulés pour en maintenir une teneur constante (Dykxhoorn, St Pierre et Linn, 1996).
En revanche, 1’assemblage de ’ARN polymérase active peut étre perturbé par des facteurs
protéiques dits anti-o qui se lient spécifiquement sur un type de facteur o libre, I’empéchant
ainsi de se lier a ’enzyme core et inhibant donc indirectement la transcription des génes dont
I’expression dépend de ce facteur o. (Studemann et al., 2003). Ce mode d’action permet de
modifier le profil d’expression en bloc de nombreux genes, par exemple en réponse a un
stimulus environnemental. Les genres bactériens pourvus de nombreux facteurs o alternatifs
(Bacillus, Streptomyces) codent méme des facteurs « anti-anti- o » dirigés contre les facteurs

anti- o pour restaurer I’expression des génes inhibés (Najafi, Willis et Yudkin, 1995).
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Séquence consensus

Facteur de transcription Acronyme Effet Cibles
du site de liaison
Opérons du métabolisme central.
Anaerobic respiratory control ArcA | Activateur/Répresseur|  Genes du métabolisme anaérobie (activateur),
o h - WGTTAATTAW
Genes du métabolisme aérobie (répresseur)
Dizaines de genes dont ceux des opérons arabinose,
Cyclic AMP Receptor Protein CRP Activateur/Répresseur
lactose et galactose TGTGA-Ng-TCANA
Geénes d’adhésion, de colonisation, de virulence
Factor for Inversion . . .
= - FIS Activateur/Répresseur (activateur)
Stimulation Aucune
Genes de protéines du nucléoide (répresseur)
Genes des systemes respiratoires anaérobies
Fumarate and Nitrate réduction . , . . .
- - FNR Activateur/Répresseur fumarate, nitrate, nitrite, DMSO (activateur) TTGAT-N,-ATCAA
Regulator
Geénes du systeéme respiratoire aérobie (répresseur)
Genes fis, de transposition du bactériophage A, de
Integration Host Factor IHF Activateur/Répresseur | division cellulaire, de la réplication, de la réparation
h - WATCAANNNNTTR
ADN, génes ribosomaux.
10% des génes d’E.coli, génes du métabolisme des
Leucine-responsive Regulator . , . . .
- P £eg Lrp Activateur/Répresseur acides aminés et de synthése des pili, géne Irp
Protein YAGHAWATTWTDCTR
(rétrocontrole)
Génes de catabolisme du nitrate et du nitrite
Nitrate Regulation NarL Activateur/Répresseur (activateur) ; Génes des autres systémes de
- TACYYMT

respiration anaérobie et de fermentation (répresseur)

Tableau 2 : Liste et caracteéristiques des sept facteurs de transcription généraux d’E.coli.

M:AouC;R:AouG; W:AouT;Y:CouTl;,D:A GouT; H:A CouT;,N:4 C GouT

D’apres Kim et al., 1999 (ArcA) ; Busby et Ebright, 1999 (CRP) ; Muskhelishvili et Travers, 2003 (FIS) ; Green et Paget, 2004 (FNR) ; Hales,

Gumport et Gardner, 1994 (IHF); Brinkman et al., 2003 (Lrp) et Unden et Bongaerts, 1997 (NarL).




b- Influence de la topologie de ’ADN

Le chromosome bactérien est maintenu compacté dans la cellule du fait de surenroulements.
Une douzaine de protéines dites du nucléoide interviennent dans cette compaction, un peu a la
facon des histones chez les organismes eucaryotes ; les mieux connues sont H-NS, HU, IHF,
Dps, StpA et Lrp (Pour revue : (Dorman, 2009)). Le niveau de surenroulement, ou topologie,
de la molécule d’ADN influence de nombreux processus physiologiques dont la réplication et
la transcription. Pendant la transcription, 1’accés aux bases est assuré par une topoisomérase
qui « déroule » localement I’ADN. D’autre part, chaque variation de la topologie peut
modifier la capacité de I’ARN polymérase a se fixer au promoteur ou a évoluer en complexe
ouvert, et donc affecter la transcription. La structure du promoteur conditionne 1’évolution de
sa force en réponse a un changement local de la topologie (Pour revue: (Travers et

Muskhelishvili, 2005)).

c- Régulations par des facteurs de transcription

Plus de 300 génes du chromosome d’E.coli codent des protéines qui se fixent aux promoteurs
et modifient leur niveau d’activité (Perez-Rueda et Collado-Vides, 2000). Ces molécules,
appelées facteurs de transcription (FT), régulent un nombre variable de genes, de 1 a plusieurs
centaines. Sept FT dits généraux, décrits dans le tableau 2, réguleraient jusqu’a 50% des
genes d’E.coli. 1ls assurent ainsi la coordination de 1’expression des génes d’une méme voie
métabolique ou d’un systéme respiratoire. Les FT interviennent sur Dinitiation de la
transcription d’un géne en se fixant sur un site opérateur qui en général est situé a proximité
du promoteur ou le chevauche. A titre d’exemple, les séquences consensus des opérateurs des
sept FT généraux d’E.coli sont présentées dans le tableau 2.

Dans ce chapitre, nous décrirons briévement les principaux modes d’actions des FT.
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B.

Figure 5: Mécanismes d’activations des promoteurs bactériens par des facteurs de transcription.

A. Les activateurs de classe 1 (double cercle vert) se lient en dimere sur leur opérateur et interagissent
avec la sous-unité ade I’ARN polymérase (SUa), ce qui facilite le recrutement de I’ARN polymérase
au niveau du promoteur

B. Les activateurs de classe 2 (double cercle jaune) se lient sur un site immédiatement en amont ou
chevauchent I’élément -35 et recrutent des ARN polymérase via des interactions avec le facteur o.

C. Les activateurs de classe 3 (double cercle bleu) se lient au promoteur pour modifier sa

conformation, ce qui augmente son efficacité. D aprés Browning et Busby, 2004



e Facteurs de transcriptions positifs (activateurs)

Les activateurs influencent positivement I’initiation de la transcription :

» En favorisant le recrutement de I’ARN polymérase via des interactions avec sa
sous unit¢ o (activateurs de classe 1; Figure 5A). Les opérateurs de ces
activateurs sont en amont de 1’¢lément -35 du promoteur régulé. La régulation du
promoteur /ac par le FT CRP est le paradigme des activations de classe 1 (Ebright,
1993).

» En favorisant le recrutement de I’ARN polymérase via des interactions avec la
région 04 du facteur o (activateurs de classe 2 ; Figure 5B). Son opérateur
chevauche alors I’¢lément -35 du promoteur (par exemple : CI sur le promoteur
PRM du bactériophage A) (Nickels et al., 2002).

» En modifiant I’architecture du promoteur régulé (activateurs de classe 3). Les FT
de la famille de MerR, par exemple, se lient a un opérateur situé dans 1’espaceur
d’un promoteur 6'’, ce qui corrige 1’espacement entre les éléments -35 et -10

(Pour revue : (Brown et al., 2003) ; Figure 5C).
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Opérateur

Figure 6: Mécanismes de répression des promoteurs bactériens par des facteurs de transcription.
A. La liaison de répresseurs (double ovale rose) sur le promoteur empéche le recrutement d’ARN
polymérase sur le promoteur.

B. Les répresseurs masquent le promoteur a I’ARN polymérase quand ils sont liés a leur opérateurs.
C. La liaison de répresseurs (double ovale rose) empéchent un FT activateur (double ovale vert) de
fonctionner sur le promoteur.

D ’apres Browning et Busby, 2004



e Facteurs de transcriptions négatifs (répresseurs)

D’autres FT agissent en réprimant 1’expression des genes :

» La liaison de certains FT sur leur opérateur empéche par encombrement stérique
la fixation de I’ARN polymérase sur le promoteur (Figure 6A). C’est ainsi par
exemple que la protéine LexA réprime, dans les conditions optimales de
croissance, I’expression de geénes impliqués dans la réponse au stress oxydatif
(Quinones et al., 2006).

» D’autres FT modifient la conformation de I’ADN lorsqu’ils sont liés a leur
opérateur, de sorte & masquer le promoteur a I’ARN polymérase (Figure 6B). Par
exemple, des molécules du FT GalR liées a des opérateurs en aval du promoteur
galP] interagissent avec d’autres molécules de GalR liées a des opérateurs en
amont : cette interaction entraine une courbure de I’ADN qui isole le promoteur
dans une boucle, le rendant moins accessible aux ARN polymérase (Roy et al.,
2004).

» Un FT répresseur peut également empécher ’activation d’un promoteur par un FT
activateur (Figure 6C). Par exemple, I’interaction du FT répresseur CytR avec le
FT activateur CRP li¢ & un promoteur empéche le fonctionnement de ce

dernier (Roy et al., 2004).

Des promoteurs qui possédent plusieurs opérateurs peuvent étre régulés par plusieurs FT

agissant de fagon coopérative, synergique ou antagoniste. Ces situations complexes
b b b : 9 by 4 \ . .

permettent d’adapter le niveau d’expression d’un géne en réponse a un ou plusieurs signaux

environnementaux.
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2. Inhibition compétitive de ’ARN polymérase : les alarmones

En réponse a un changement de 1’environnement, la cellule bactérienne peut étre amenée a
modifier complétement son métabolisme via une réorganisation générale de 1I’expression de
ses genes.Elle opere via de petites molécules ligands nommées alarmones qui sont des
régulateurs pléiotropiques de transcription. La mieux connue est la guanosine 3°-5’
biphosphate (ppGpp), synthétisée en situation de carence en acide aminé, dans le cadre de la
réponse stringente. La ppGpp se fixe directement sur les ARN polymérases au stade de
« complexe ouvert » au cours de I’initiation de la transcription. Cette interaction a un effet
négatif sur I’activité des promoteurs & 6'°, en particulier ceux des opérons ribosomiques mais
un effet positif sur ceux des genes de réponse aux stress (Srivatsan et Wang, 2008). De plus,
le relargage des ARN polymérases o' rend I’enzyme core plus disponible aux facteurs o
alternatifs o>°, 0" et 0>~ et stimule ainsi 1’expression des génes de réponse aux stress
nutritionnels ou thermiques. Cette redistribution des ARN polymérases sur les promoteurs,
combinée a d’autres effets inhibiteurs de ppGpp sur la réplication et la traduction, conduit a
limiter la croissance de la population au profit du maintien de la survie (Nystrom, 2004).

L’ARN 6S est un second type d’alarmone mis en évidence plus récemment : cette molécule
agit comme un inhibiteur compétitif de la transcription en se liant a la région 04.2 du
facteur 6’° a la place de 1’¢lément -35 du promoteur (Cavanagh et al., 2008 ; Klocko et
Wassarman, 2009). Trotochaud et Wassarman ont remarqué que souvent les promoteurs
sensibles @ I’ARN 6S présentent une région -10 étendue (Minakhin et Severinov, 2003), ce
qui porterait a une centaine le nombre de promoteurs d’E. coli sensibles a I’ ARN 6S

(Mitchell et al., 2003).
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Figure 7: Représentation schématique de [’organisation d’un cluster de deux
promoteurs.

A. En tandem

B. Convergents

C. Divergents

D. Divergents et chevauchants

Les promoteurs sont représentés par des cadres bleus ou verts, le sens de
transcription et la position du (+1) par une fleche cassée. Des fleches pointillées
symbolisent les transcrits issus des promoteurs de méme couleur. D’apres

Shearwin, Callen et Egan, 2005.



. 38 . N T
D’autre part, les promoteurs transcrits par le facteur o™, bien que trés similaires aux
promoteurs & o'’, sont quant a eux régulés positivement par PARN 6S. Le mécanisme

moléculaire par lequel s’opére cette activation n’est pas documenté (Wassarman, 2007).

3. Régulation de la transcription par interférences transcriptionnelles
L’interférence transcriptionnelle (IT) est définie comme I’influence négative d’un flux
transcriptionnel sur un autre en cis , c’est a dire sur la méme molécule d’ADN (Shearwin,
Callen et Egan, 2005). Il s’agit d’un phénoméne asymétrique qui résulte de I’existence de
plusieurs promoteurs physiquement proches, pour lesquels I’activit¢ du promoteur le plus

faible est influencée par celle du plus fort.

a- Organisation en clusters des promoteurs bactériens

Le génome d’E.coli compte 4462 promoteurs expérimentalement décrits ou prédits in silico,
soit en moyenne 1 tous les 1000 pb. En fait, ils ne sont pas répartis de fagon homogene sur les
molécules ADN, si bien que certains peuvent étre physiquement trés proches. Deux
promoteurs espacés de 40 a 200 pb peuvent &tre orientés soit dans le méme sens (en tandem,
Figure 7A) soit de fagon différente : ils peuvent alors se faire face (promoteurs convergents,
Figure 7B) ou non (promoteurs divergents, Figure 7C). Des promoteurs en tandem,
convergents ou divergents mais dont les (+1) de transcription sont distants de 40 pb ou moins
sont considérés comme chevauchants, en raison de I’encombrement stérique des ARN

polymérases qui y sont recrutées (Figure 7D).
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b- Promoteurs en tandem

Prés de 7% des promoteurs d’E.coli sont organisés en tandem, soit 166 paires dont les (+1) de
transcription sont distants d’au moins 70 pb (Sneppen et al., 2005). Cette organisation est
¢galement courante chez les éléments extra-chromosomiques: plasmides, séquences
d’insertions (IS), prophages, etc.

En général, les deux promoteurs sont différemment utilisés selon les conditions de croissance.
Ce mécanisme est bien décrit pour le cas des opérons ribosomaux d’E.coli, transcrits par deux
promoteurs P1 et P2, ce dernier étant 120 pb en aval de P1 : dans un milieu de croissance
riche, P1 est plus efficace que P2 et assure seul I’expression des geénes; quand le milieu
s’appauvrit, P1 est inhibé et c¢’est P2 qui transcrit les genes, mais plus faiblement, conduisant
a une production d’ARNr moindre, ce qui contribue a ralentir la croissance cellulaire (Dennis,
Ehrenberg et Bremer, 2004). En général, au moins un des deux promoteurs est transcrit par un
facteur o alternatif (Ramos, Marques et Timmis, 1997). Des situations plus complexes ou
trois voire quatre promoteurs en tandem participent simultanément a 1’expression d’un geéne
ont été décrites (Govantes, Albrecht et Gunsalus, 2000) (Nasser, Rochman et Muskhelishvili,
2002). D’autre fois, des promoteurs en tandem se chevauchent mais fonctionnent
simultanément (Ikenaka et al., 1986). Des IT entre promoteurs en tandem ont été observées,
notamment par occlusion du promoteur en aval par les ARN polymérases en cours
d’¢longation issues du promoteur en amont (Adhya et Gottesman, 1982 ; Hausler et
Somerville, 1979). L’interférence est renforcée si les ARN polymérases font des pauses au
niveau du promoteur en aval, du fait par exemples d’opérateur adjacents (Palmer et al., 2009).
D’autre part, a I’approche du promoteur en aval, une fraction des complexes en cours
d’élongation issus du promoteur en amont peut étre convertie en complexe abortifs (Kubori et

Shimamoto, 1997).
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c- Promoteurs divergents

Quand deux promoteurs sont dos a dos mais peu ¢éloignés, des sites de liaisons pour leurs
éventuels régulateurs transcriptionnels (ou opérateurs) peuvent Etre communs. Par
conséquent, deux promoteurs divergents peuvent partager des régulations communes. Ce
processus assure par exemple une régulation coordonnée de deux opérons d’une méme voie
métabolique (Lopez-Sanchez et al., 2009), ou la répression simultanée des promoteurs de lyse
et de lysogénie du prophage A (Court, Oppenheim et Adhya, 2007).

Un des genes divergents peut méme coder le régulateur de 1’autre : ainsi, les genes ampC, qui
codent une céphalosporinase, et le géne ampR sont transcrits depuis deux promoteurs
divergents tres peu éloignés; ampR code un régulateur positif qui se lie dans la région
intergénique et stimule 1’expression du gene ampC, mais pas sa propre expression (Kong et
al., 2005). Des modeles plus complexes avec plusieurs régulateurs communs ou un
rétrocontrole du gene régulateur ont aussi ét€ décrits (voir notamment celui de 1’induction du
prophage CTX¢, (Waldor et Friedman, 2005)).

L’activité intrinseque d’un promoteur peut profiter au promoteur divergent : en effet, le trafic
des ARN polymérases induit des surenroulements négatifs en amont, ce qui facilite la

formation de complexes ouverts de transcription (Chen et Lilley, 1999).
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Figure 8: Mécanismes d’interférences transcriptionnelles entre promoteurs convergents

Les ARN polymérases sous forme holoenzyme sont représentés par des symboles Q de
la méme couleur que le promoteur (fleche cassée) qui les a recrutées. Les transcrits en cours de
synthese sont représentés par une vague de la couleur de I’ARN polymérase qui les synthétise.

A. Occlusion du promoteur: la circulation des ARN polymérases issues du promoteur bleu
empéche le recrutement de molécules sur le promoteur vert.

B. Collision de complexes d’élongation qui déstabilise les deux complexes.

C. « Sitting Duck »: La collision entre un complexe d’élongation issu du promoteur bleu et une
ARN polymérase en cours d’isomérisation sur le promoteur vert déstabilise ce dernier.

D. « Roadblock »: L’enzyme liée au promoteur bleu est déja en complexe ouvert et fait barrage
au complexe d’élongation issue du promoteur vert, le déstabilisant. D aprés Shearwin, Callen et

Egan, 2005.



d- Promoteurs convergents

Deux promoteurs non chevauchants qui se font face et dont les (+1) de transcription sont
¢loignés de moins de 200 pb sont dits convergents (54 paires dans le génome d’E.coli
(Shearwin, Callen et Egan, 2005)).

Ils générent des flux transcriptionnels concourants qui peuvent interférer de plusieurs facons :
par occlusion du promoteur « faible » ou bien par des collisions entre les ARN polymérases
(Figure 8A). L’issue de ces collisions dépend de I’étape de la transcription de ces molécules :
(1) la rencontre de deux molécules en cours d’élongation entraine la dissociation des deux
ARN polymérases (Figure 8B)

(i) une ARN polymérase en cours d’isomérisation sur un promoteur sera déstabilisée par
I’arrivée d’une autre en élongation, issue du promoteur convergent (mécanisme de « Sitting
Duck », Figure 8C) (Callen, Shearwin et Egan, 2004). En revanche, si elle est déja en
complexe ouvert, plus stable, c’est ’ARN polymérase en ¢longation qui est déstabilisée
(Figure 8D).

D’autre part, les promoteurs convergents géncrent en cis des ARN antiparalleles, ou ARN
antisens, qui peuvent donc s’apparier ; de nombreux ARN antisens produits en cis inhibent
I’expression d’un gene, soit en masquant aux ribosomes la région d’initiation de traduction de
ce gene (Arthur et al., 2003) soit parce que le duplex ARN est dégradé par la RNaselll
(Silvaggi, Perkins et Losick, 2005). De rares régulateurs en cis ont un effet positif sur
I’expression du gene car ils stabilisent le transcrit du gene régulé (Tramonti, De Canio et De

Biase, 2008).
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Figure 9: Structure générale de la plate-forme fonctionnelle d’un intégron

La définition moléculaire des intégrons se limite a trois éléments: un gene intl
codant une intégrase (rectangle marron, dans lequel une fleche indique le sens de
transcription), un site de recombinaison attl (symbole @ ) et un promoteur Pc
(fleche cassée bleue) orienté dans le sens inverse du gene de l’'intégrase. La
position du promoteur Pc est variable selon les classes d’intégrons. Le gene intl est

sous controle du promoteur Pintl (fleche cassée marron).



Chapitre 2 : Les intégrons

Les intégrons sont des éléments génétiques décrits a la fin des années 1980. Ils forment un
systetme original de capture, d’expression et de dissémination de genes sous forme de
cassettes. On distingue deux grands types d’intégrons:

* Les intégrons de multirésistance (IM) sont portés par des plasmides et/ou des
transposons ; ils sont connus pour leur réle majeur dans la dissémination des geénes de
résistances aux antibiotiques.

* Les super-intégrons (SI) sont strictement chromosomiques et jouent un rdle plus large

en tant que réservoir de génes a haute valeur adaptative.

A. Generalites sur les intégrons

1. Définition des intégrons

Les intégrons sont définis comme 1’association physique d’un geéne int/ codant une intégrase,
d’un site de recombinaison att/ et d’un promoteur Pc orienté dans le sens inverse du gene int/
(Stokes et Hall, 1989). Ces trois ¢éléments constituent une plate-forme fonctionnelle trés

conservée (Figure 9).
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Intégrase IntI1 Int[2* IntI3 Intl4 IntI5
IntI1 100% 46% 59% 40% 41%
Int[2* 100% 47% 54% 44%
IntI3 100% 44% 44%
Intl4 100% 40%
IntI5 100%

Tableau 3 : Pourcentages d’identité entre les séquences en acides aminés des intégrases d’intégrons de multi résistances.

Les numéros d’acces GenBank (collection protéique) utilisés sont : Intll, AAB59081 ; Inti3, BAA08929 ; Intl4 : AAK95987 ; Intl5 : CAC35342.
La séquence d’IntI2* correspond a la séquence nucléotidique du gene intl2 du fichier GenBank AJ001816 traduite au dela du codon STOP

précoce. D’apres Collis et al., 2002.



a- Le géne intl et la protéine Intl

Le geéne intl code une recombinase a tyrosine spécifique de site. Les enzymes de cette famille
catalysent des recombinaisons entre des sites d’attachement situés sur une méme ou sur deux
molécules d’ADN et interviennent notamment dans des processus de lysogénie, de
transposition ou d’inversion de phase (Nunes-Duby et al., 1998). La protéine Intl s’apparente
plus particuliecrement aux recombinases XerC/XerD qui résolvent les diméres de
chromosomes formés pendant la réplication (Mazel, 2006). Des dizaines de -classes
d’intégrons ont ét¢ définies sur la base de la séquence de leurs intégrases Intl, les intégrases
codées partageant de 40 a 59% d’identité protéique (Collis et al., 2002 ; Holmes et al., 2003 ;
Nield et al., 2001 ; Stokes et al., 2001) (Tableau 3). La majorité des classes correspondent a
des SI, cinq a des IM (IM 1 a 5). L’appartenance des intégrons de classe 6, 7 et 8 a un type ou
I’autre d’intégron n’a pas été établie. Les IM 1 a 3 sont les classes d’intégrons les plus
prévalentes en microbiologie clinique et les mieux caractérisées. L’intégrase de classe 1 est
une protéine de 337 acides aminés (aa). L’intégrase de classe 2 existe le plus souvent sous une
forme non fonctionnelle, réduite a 178 aa du fait d’'un codon STOP ochre prématuré dans le
gene intl2. La suppression de ce codon conduit & une protéine active Intl2* de 325 aa
présentant 46% d’identité avec Intll (Hansson et al., 2002). L’intégrase de classe 3 (325 aa)
partage 59% d’identité avec Intll et 46% avec IntI2* (Collis et al., 2002).

Les intégrases des IM 4 et 5, initialement décrits chez des espéces du genre Vibrio, sont
probablement fonctionnelles mais n’ont jamais été testées (Tableau 3). La capacité des
intégrases IntIA de SI a recombiner les cassettes n’a ét¢ montré que pour les SI de Vibrio
cholerae (V.cholerae) (Rowe-Magnus et al., 2001), de Nitrosomonas europaea (Leon et Roy,

2003) et de Pseudomonas stutzeri (Coleman et Holmes, 2005 ; Holmes et al., 2003).
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TGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGtLtagatgca attll
CTTTGTTTAACGACCACGGTTGTGGGTATCCGGTGTTTGGTCAGATAAACCACAAGttagaaaag attl3
TTAATTAACGGTAAGCATCAGCGGGTGACAAAACGAGCATGCITACTAATAAAATIGEtaacctct attl2

AGGTATATATTTGTTTTGCCTTTCGGATGTTACTGAGAGGTCTACATAATAACTGttaacectct attl4

GGTGTTATAAACCCCCAAAGTGGTGTTCAATAAGCTGTTAGAGCTACAAGGAGAGttaagtgtt attl5

Figure 10: Organisation des sites attl des intégrons de multirésistance

Les sites attl sont organisés en quatre sites « core » (fleches horizontales) définissant trois sites de liaison (fort, faible et simple) pour Intl. Une fleche rouge
indique le point de recombinaison. Les séquences des sites attl sont détaillées, les sites « cores » étant indiqués en gras. Seuls les sites « core » d’attll et attl3
ont été déterminés expérimentalement. Une fleche rouge indique le point de recombinaison.

D’apres Collis et Hall, 2004



b- Le site at]

Le site attl est un domaine d’attachement spécifique de la protéine Intl qui se termine au point
de recombinaison des cassettes (Collis et Hall, 2004 ; Partridge et al., 2000). La séquence du
site attl varie fortement d’une classe a I’autre a I’exception d’un motif de 7 pb nommé boite
R, de consensus GTTRRRY (R : Purine ; Y : Pyrimidine) ou a lieu la recombinaison des
cassettes (entre le G et le 1 T) (Figure 10). La boite R forme avec une boite L située plus en
amont un site « core » de liaison essentiel a ’activité d’Intll, Le site att// comprend deux
autres sites de fixation d’Intl1 qui sont des répétitions directes portant le motif GTTR (Figure
10). Le premier est un site fort indispensable a I’activit¢é d’Intll, I’autre en améliore
I’efficacité. Certains IM 1 présentent une duplication du site fort. La séquence du site att/]
indispensable pour la recombinaison a été délimitée a environ 60 pb pour les IM 1 et 3
(Figure 10). Nous avons fait le choix dans ce manuscrit de nommer « région attl » I’ensemble
de la séquence comprise entre la séquence codante du gene int/ et le début de la 1¢re cassette.

Sa taille varie de 115 a 311 pb selon les classes d’IM.
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Localisation du promoteur Pc
d’icrllfcésgs:on Dans la séquence codante d’int/ | En amont de la séquence codante d’int/ Références
IM 1 TTGACA-N,;-TAAACT* TTGTTA-N;-TACAGT " Collis et Hall, 1995
GTGACA-N,-TAAAAT Fichier GenBank L10818
TTGTAT-Ns-TTTAAT;
M2 - TTTTAA-N TAAAAT Fichier GenBank AM261760
TTGCAA-Ns-TATTCT Hansson et al., 2002
M 3 TAGACA-N;7-TAGGCT Collis et al., 2002
M 4 Aucun évident TTGATT-N,;-TATATA Ce travail
M5 TATAGG-N,;-TAAGCT TTTACA-N,;,-AACTAT Fichier GenBank AJ277063
SIPstQ TTGAGC-N;-TCTGAT - Coleman et Holmes, 2005
Classe 6 TATAAA- N,-TATACT* Nield et al., 2001
Classe 7 TCGAGG- Ni-TAAAAT Nield et al., 2001
Classe 8 TTGCAG- N;,-TAGCAT CTGTAA- N,;-AAGAAT Nield et al., 2001
TTGCAG- N;7-TATTGG;
InTde35405 - TTGCAA- N;-TATAGT* Coleman et al., 2004

Tableau 4 : Séquence des promoteurs Pc de plusieurs classes d’intégrons

Les séquences des promoteurs caractérisés sont écrites en gras, les autres correspondent a des propositions de la littérature, ou de ce travail

(ces dernieres sont soulignées).

Les promoteurs dont la séquence est suivie d 'un astérisque (*) présentent un motif TGN-10 qui caractérise la région « -10 étendue ».

N:A4,C GouT

@ Ce promoteur (P2) est occasionnellement présent dans les IM 1.



c- La région promotrice

La plate-forme fonctionnelle des intégrons héberge un promoteur fonctionnel Pc, caractérisé
chez les IM 1 et 3 uniquement. Il se situe dans la séquence codante du géne int/ et il en existe
plusieurs variants qui différent par des substitutions dans les ¢léments -35 et -10 de Pc (Collis
et Hall, 1995 ; Collis et al., 2002 ; Correia et al., 2003 ; Hansson et al., 2002 ; Levesque et al.,
1994). Aucun Pc de SI n’a été caractérisé précisément, mais il a été localisé¢ au début du géne
intl du SI de Pseudomonas stutzeri (Tableau 4) (Coleman et Holmes, 2005). En revanche, le
Pc des IM 2 serait dans la région attl, et plusieurs séquences ont été proposées (Hansson et
al., 2002) (Tableau 4). Enfin, des séquences promotrices putatives ont été proposées pour le
Pc des IM 5, des intégrons de classe 6, 7 et 8 ainsi que pour l’intégron de Treponema
denticola (Tableau 4). Ce dernier est particulier, puisque le géne de I’intégrase est orienté
dans le sens des cassettes (Coleman et al., 2004). Un certain nombre de promoteurs Pc connus
ou suspectés présentent le motif « TGN » qui caractérise les régions «-10 étendue »

(séquences marquées d’un astérisque dans le tableau 4).

2. Les cassettes de génes

a- Définition des cassettes de géne

L’intégrase Intl est capable d’insérer en aval du site att/ un ou plusieurs genes sous forme de
cassettes. Une cassette de geéne est un élément mobile non autonome et non réplicatif qui
associe généralement un seul cadre ouvert de lecture a un site de recombinaison a#/C (Recchia
et Hall, 1995). Les cassettes peuvent exister sous forme linéaire, insérée au sein d’un intégron

ou transitoirement a 1’état libre sous forme circulaire (Collis et Hall, 1992).
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Le nombre de cassettes varie de 0 a 8 au sein des IM (Bissonnette et Roy, 1992 ; Naas et al.,
2001), de 40 a plus de 200 au sein des SI (Mazel, 2006). De plus, une méme cassette peut étre
présente en deux, voire trois copies dans un méme réseau de cassettes. D’autre part, les
réseaux de cassettes peuvent étre interrompus par des IS insérées au niveau des sites attC
(Post et Hall, 2009). De rares cassettes sont insérées en dehors des intégrons, a des sites de
recombinaison dits secondaires (Francia et al., 1993; Recchia et al., 1995; Hansson et al.,

1997; Ramirez et al., 2008; Frumerie et al., 2009; Zong, Partridge et Iredell, 2009).

b- Les génes contenus dans les cassettes

A ce jour, plus de 130 cassettes différentes (moins de 98% d’identité nucléotidique) portant
des genes de résistance aux antibiotiques ont été identifiées dans les IM, la quasi-totalité des
familles d’antibiotiques étant représentés : aminosides, [-lactamines, erythromycine,
fosfomycine, lincosamides, phénicols, quinolones, rifampicine, streptothricine et
triméthoprime (Partridge et al., 2009). D’autres cassettes sont impliquées dans la résistance a
des antiseptiques de type ammonium quaternaires ou a des espeéces oxygénées réactives
(msrd, msrB) (Gillings et al., 2009). Les cassettes portant un cadre ouvert de lecture de
fonction inconnue sont minoritaires dans les IM. Enfin, de rares cassettes dépourvues de
genes (cassettes cryptiques) ou de sites a#tC complet ont été identifiées (Partridge, Collis et
Hall, 2002 ; Partridge et al., 2009).

Un grand nombre de genes des cassettes de SI sont impliqués dans d’autres roles que la
résistance aux antibiotiques, tels que le métabolisme ou la virulence de la cellule. L’analyse
des cassettes des SI a montré la présence de génes a haute valeur adaptative, dont certains
impliqués dans la virulence ou le métabolisme de I’hote. Cependant, contrairement aux IM ,
les génes de fonction inconnue prédominent (67% pour les SI de Vibrio) et ceux susceptibles

de coder des résistances aux antibiotiques sont plus rares (Boucher et al., 2007).
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Figure 11: Structure d 'une cassette de gene sous forme libre ou insérée au sein d’un intégron.

A. Schéma d’une cassette de gene sous sa forme libre, circulaire. Une cassette est formée de deux éléments:
la séquence codante d’un gene (fleche bleue), et un site de recombinaison attC. Ce dernier s organise
en deux sites « core » (en bleu et vert) séparés par une région centrale (en rouge). Chaque site core est
une paire de répétitions inversées, dont les séquences consensus sont précisées (fleches simples)

séparées par 7 ou 8 pb. Une fleche verticale rouge indique le point de recombinaison.

B. Schéma d’une cassette linéaire au sein d’un intégron. Les éléments appartenant a la cassette en amont
et a celle en aval sont représentés en orange et marron, respectivement. Les limites des sites attC et de la
cassette sont précisées: la cassette se termine par le G du site R’ et commence par le T du méme site.

D’apres Partridge et al., 2009.



A ce jour, la seule cassette de SI connue pour conférer effectivement une résistance a un
antibiotique est la cassette catB9 (résistance au chloramphénicol).
Enfin, des cassettes codant des systémes toxine-antitoxine ont également été repérées dans les

SI de V.fischeri et V.cholerae (Rowe-Magnus et al., 2003).

c- Les sites attC

Chaque cassette posséde un site de recombinaison a#tC reconnu par les intégrases. Un site
attC est composé de deux sites « core » L et R espacés par une région centrale de taille et de
séquence trés variable. Chaque site core est une paire de motifs de 7 ou 8 pb (R’’/L*’ et R’/L”)
qui sont les complémentaires inverses 1’'un de I’autre (Stokes ef al., 1997) et la région centrale
forme un palindrome imparfait (Figure 11A). Cette organisation permet aux sites attC
d’adopter, sous forme simple brin, une conformation en « tige-boucle » dont la tige est formée
a la base par les duplex R”’-R” et L’’-L’ et la boucle par la région centrale (Hall, Brookes et
Stokes, 1991 ; Rowe-Magnus et al., 2003). Une base supplémentaire dans le motif L’ sans
équivalent dans L’ permet a I’intégrase de reconnaitre le brin a recombiner (Bouvier ef al.,
2009). La protéine Intl se lie aux sites core et core inverse et catalyse la recombinaison au
niveau du point du clivage des cassettes situé entre le G et le premier T du motif R’. Aussi,
une fois qu’elle est insérée en attl, la cassette commence par ce T et se termine par ce G du
motif R’ (Figure 11B). Dans le réseau, chaque géne de cassette est donc suivi d’un site attC
fonctionnels « hybride » formé avec le site R’ de la cassette suivante. La variabilité¢ de la
région centrale explique la diversité des sites a##C, dont la taille varie de 57 a 141 pb. Chez
les IM, le degré de similarité entre les sites attC de deux cassettes est indépendant de celui de
leurs génes : ainsi, deux genes trés proches peuvent étre associés a des sites a#C tres
différents (par exemple, blaIMP-8 et blaIMP-9) et a I’inverse certains genes plus éloignés
présentent des sites a#tC quasi-identiques (par exemple, aadAla et aadA7). En revanche, les

sites attC des cassettes d’un méme SI sont trés conservés.
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3. Nomenclature

a- Nomenclature des cassettes et des sites a#tC

La plupart des cassettes sont désignés sous le nom de leur géne. Pour les cassettes de fonction
inconnue, l’acronyme orf est souvent utilisé¢, suivi d’une lettre (orfd, orfX, orfX’).
Récemment, le terme de gcu (pour geme cassette of unknown function) a été proposé
(Partridge et al., 2009).

Les sites attC des IM portent le nom des cassettes (ex : attCgaa47), ceux des SI portent un nom
é¢voquant I’espéce hébergant le SI: par exemple, VCR (Vibrio cholerae repeats) pour les

cassettes du SI de V. cholerae.

b- Nomenclature des intégrons et des intégrases

Les intégrases et les sites attl sont numérotés selon les classes d’intégrons pour les IM (Intl1,
attl2, etc.) ou de I’espéce hote pour les SI (IntIVch pour le SI de V. cholerae, Intl1Gsu pour
celui de Geobacter sulfurreducens, etc.). Le seuil de divergence d’Intl suffisant pour définir
une nouvelle classe d’intégrons n’a pas été¢ fixé. De plus, il n’existe pas de nomenclature
permettant d’unifier I’ensemble des intégrons d’une méme classe. Par exemple, si des IM 1
ont été¢ numérotés de fagon quasi continue de In0 a In120 sur la base du réseau de cassettes de
genes, d’autres ont €t€ numérotés autrement, comme In2345 qui renvoie au numéro de la
souche (Llanes et al., 2006). En outre, plusieurs IM 1 distincts sont parfois numérotés de la
méme facon, tel In71 (Castanheira et al., 2007 ; Lagatolla et al., 2006).

Certains IM 2 et tous les IM 3 ont été numérotés (In2-0 a In2-12 et In3-1 a In3-4) (Ramirez,

Pineiro et Centron, 2009 ; Xu, Davies et Miao, 2007).
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Figure 12 : Structure d’un intégron complexe: In60

La région attll est représenté par un fragment violet terminé par un cercle, les sites de
recombinaison de la cassette aadA2 par un triangle, les séquences codantes par des
rectangles, en marron pour le gene de l’intégrase intll, en bleu pour celui de la cassette
aadA2, en orange pour les genes des régions 3°CS, en jaune pour le gene de I’ISCRI qui
caractérise les intégrons complexes, en vert ou rose pour les autres genes de la structure.

Leurs sens de transcription sont indiqués par des fleches. D apres (Toleman, Bennett et

Walsh, 2006).



B- Diversite et épidemiologie des intégrons

L’analyse de 603 génomes partiellement ou totalement séquencés a montré que 56 (9%)
d’entre eux présentent des intégrases d’intégrons putatives (Boucher et al., 2007). Le panel
des bactéries porteuses d’intégrons est trés large, incluant des especes trés ¢loignées sur le
plan phylogénétique (protéobactéries, spirochétes, cyanobactéries, actinobactéries, etc.)
notamment pour les SI. Le but de ce chapitre est de détailler les particularités des principales

classes d’intégrons, au dela des divergences dans la séquence de leur 5°CS.

1. Intégrons de multirésistance

a- Les IM de classe 1

Initialement décrits comme associés au transposon Tn2/ (Stokes et Hall, 1989), de nombreux
IM 1 ont été caractérisés suite aux études sur les bactéries multirésistantes aux antibiotiques,
car ils prévalent dans les isolats cliniques. Ainsi, pas moins de 1500 entrées plus ou moins
complétes de la GenBank traitent de cette classe d’IM.
Le réseau de cassettes d’un IM de classe 1 est trés fréquemment suivie en 3’ de tout ou partie
d’une région nommée 3°’CS (3° Conserved Segment) et comprenant trois génes :
- le géne gacEAI, une version tronquée et de moindre efficacité du géne gacE codant
une pompe d’efflux conférant une résistance aux ammoniums quaternaires.
- Le gene sull code une dihydroptéroate synthétase essentielle a la syntheése des folates
et qui confere une résistance aux sulfamides
- Laséquence codante orf5 codant un peptide de fonction inconnue.
Un certain nombre d’IM 1 ont la particularit¢ de posséder une duplication de cette région
3’CS séparée de la premiére par une région commune nommée CR (Common Region) ainsi
que d’un ou plusieurs geénes de résistances aux antibiotiques non contenus dans ces cassettes
(Toleman, Bennett et Walsh, 2006) (Figure 12) .
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Figure 13: Structure des différents IM 2 caractérisés a ce jour

Les références sont indiquées pour chaque IM. Chaque géne est représenté par un rectangle de couleur différente,
une fleche précise le sens dans lequel il est transcrit. Une étoile indique quand le gene intl2 est tronqué. Les sites
attC sont symbolisés par des triangles de la méme couleur que le géne de la cassette correspondante, la région attl2

par un segment violet (il se termine par le site de recombinaison d’attl2, symbole

). Des lignes pointillées

verticales délimitent les cassettes. Les cassettes gcul2 et gcu23 contiennent 2 ORF chacune. ' Ce réseau de cassettes
a également été retrouvé suivi de la 3°CS des IM 1 (Ploy et al., 2000) * Les auteurs ont attribué ce nom a cet IM 2
(In2-7::1S1) alors que le réseau de cassettes est identique a celui de In2-7. ° Ces IM 2 ont été numérotés ici en
continuant la numérotation utilisée dans (Ramirez et al., 2009.) * Ce réseau a été nommé d la fois In2-5 et In2-9.” Les
auteurs ont attribué ce nom a cet IM 2 (In2-6::1S26) alors que le réseau de cassettes est identique a celui de In2-6.



La région CR contient une séquence codante longtemps désignée orf5/3 et qui a été
caractérisée récemment comme un nouveau type d’IS, nommé ISCR! apparentée aux 1S9/
(Toleman, Bennett et Walsh, 2006). L’ISCR/ fournit en outre un promoteur actif pour
I’expression des genes en aval (Rodriguez-Martinez et al., 2006). Ces intégrons sont désignés

intégrons complexe ou « sull-type » intégrons

b- Les IM de classe 2 (IM 2)

Les IM 2 sont souvent associés au transposon Tn7 ou des transposons apparentés tels que
Tnl825, Tnl826 ou Tn4132 (Sundstrom, Roy et Skold, 1991 ; Tietze, Brevet et Tschape,
1987 ; Young, Qumsieh et Mclntosh, 1994). Le réseau de cassettes des IM 2 est généralement
trés conservé avec 4 cassettes: dfrAl, codant une résistance au triméthoprime, sat2, codant
une résistance a la streptothricine, aadAl, codant un résistance a la streptomycine et la
spectinomycine et d’une cassette putative connue sous le nom de orfX qui en fait correspond a
un gene ybeAd associé a un site a#/C tronqué (Ramirez, Pineiro et Centron, 2009). Le géne
intl2 est le plus souvent interrompu par un codon STOP ochre et code donc une protéine Intl2
raccourcie a 178 aa, qui n’est pas fonctionnelle pour la recombinaison des cassettes. Hansson
et coll. ont proposé un role de régulateur pour ce polypeptide (Hansson et al, 2002).
L’inactivité d’IntI2 explique, au moins en partie, la faible diversité des réseaux de cassettes
des IM 2. Toutefois, ces derniéres années, des IM 2 avec des réseaux de cassettes différents
ont été décrits (Ahmed, Hussein et Shimamoto, 2007 ; Ahmed, Nakano et Shimamoto, 2005 ;
Barlow et Gobius, 2006 ; Biskri et Mazel, 2003 ; Dubois et al., 2007 ; Gassama Sow et al.,
2008 ; Marquez et al., 2008 ; Ramirez, Pineiro et Centron, 2009 ; Ramirez, Quiroga et
Centron, 2005 ; Ramirez et al., 2005 ; van Essen-Zandbergen et al., 2007) (Figure 13). Ces

IM 2 pourraient avoir été créés suite a des recombinaisons catalysées par une intégrase d’IM 1
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Figure 14: Structure des différents IM 3 caractérisés a ce jour.

Les références sont indiquées pour chaque intégron. Chaque gene est représenté sous la forme d’un
rectangle de couleur différente, dans lequel une fleche précise le sens ou il est transcrit Les sites attC des
cassettes sont symbolisés par des triangles de la méme couleur que le gene de la cassette, la région attl3
par un segment violet (il se termine par le site de recombinaison d’attl3, le cercle plein violet). Des lignes
pointillées verticales délimitent les cassettes. Le schéma n’est pas a l’échelle. Le gene de la cassette

blaoxa-10/aac(6’)-1b est une fusion traductionnelle entre ces deux genes.



car certaines souches hébérgent simultanément ces deux classes d’ IM (White, Mclver et
Rawlinson, 2001) . De plus, deux alleles d’int/2 dont le codon STOP est remplacé par un
codon d’acide aminé (codant la glutamine) ont été caractérisés récemment (Barlow et Gobius,
2006 ; Marquez et al., 2008), dont I'un code une intégrase fonctionnelle pour la
recombinaison des cassettes (Barlow et Gobius, 2006 ; Marquez et al., 2008). D’autres all¢les
potentiellement fonctionnel d’intI2 ont été repérés dans des échantillons environnementaux
mais les IM 2 correspondants n’ont pas été caractérisés (Rodriguez-Minguela et al., 2009).
Certains IM 2 présentant des IS insérées dans la région att/2 ou le réseau de cassettes ont été
décrits (Dubois et al., 2007 ; Gassama Sow et al., 2008) (Figure 13). Enfin, un IM 2
« hybride » dont le réseau de cassettes est suivi de la 3’CS typique des IM 1 a été découvert
(Ploy et al., 2000). 11 est probablement le produit de recombinaisons homologues entre des

cassettes identiques portées par des intégrons de classe distincte.

c- Les IM de classe 3 (IM 3)

La structure des IM 3 est trés proche de celle des IM 1 : le géne int/3 code une protéine
fortement apparentée a Intll (59% d’identité) (Collis et Hall, 2004). De plus, il héberge le
promoteur Pc a la position correspondante a celle du Pc dans int// (Collis et al., 2002 ;
Correia et al., 2003).

Seuls quatre IM 3 ont été caractérisés a ce jour (Arakawa et al., 1995 ; Correia et al., 2003 ;
Xu, Davies et Miao, 2007) (Figure 14). En effet, leur prévalence est faible, et souvent nulle,
au sein des isolats cliniques (Shibata et al., 2003). D’ailleurs, deux de ces intégrons ont été
caractérisés chez des souches environnementales isolées d’eaux usées, et les génes de leur
cassettes codent des fonctions inconnues. Dans une étude récente, des IM 3 ont été détectés
dans six d’échantillons issus d’une station d’épuration (Rodriguez-Minguela et al., 2009). Ces
résultats suggerent que les IM 3 joueraient un rdle analogue aux IM 1 mais en dehors du

contexte clinique.
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d- LesIM declasse4et5 (IM 4 etIM 5)

Deux autres classes d’IM ont été identifiées via leur implication dans la résistance au
triméthoprime chez deux especes de Vibrio. Le seul IM 4 décrit est un composant d’un
¢lément conjugatif intégratif (ICE) localisé sur le chromosome de V.cholerae. 11 héberge cinq
cassettes dont quatre contiennent des geénes de fonction inconnue (Hochhut et al., 2001).
Deux IM de classe 5 ont été trouvés : le premier est sur un plasmide de Vibrio salmonicida et
héberge 7 cassettes dont 6 codent des fonctions inconnues : le second est sur le chromosome I

d’une protéobactérie marine (Non publié, fichier GenBank CR954246).

e- Epidémiologie des IM

La plupart des études épidémiologiques sur les IM porte sur des souches cliniques
multirésistantes aux antibiotiques. Aussi, les fortes prévalences observées pourraient étre
biaisées par ces sélections (Recchia et Hall, 1997). Le plus souvent, les IM 1 prédominent, les
IM 2 sont plus rares, les IM 3 n’étant que peu recherchés. Des études récentes suggerent que
les IM 2 et surtout les IM 3 seraient plus fréquents dans les échantillons issus de
I’environnement, avec des cassettes de génes dont le role serait autre que la résistance aux
antibiotiques. (Rodriguez-Minguela et al., 2009)

e Prévalences générales des IM

Les chiffres des prévalences d’intégrons en microbiologie clinique sont trés variables selon
les études et les méthodologies employées. Ils varient de 16% (Enne et al., 2001 ; Schmitz et
al., 2001) a preés de 50% chez des souches d’entérobactéries (White, Mclver et Rawlinson,
2001), essentiellement des IM 1.

Cependant, la prévalence des IM, en particulier des IM 1, est probablement sous-estimée. En
effet, les auteurs utilisent généralement des techniques de PCR avec soit une amorce dans la

plate-forme fonctionnelle et une autre dans la région « 3’CS », soit avec les deux amorces
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dans le geéne int/1. Or certains IM 1 qui ne contiennent pas de 3’CS ne peuvent étre détectés
de cette manicre.

De plus, ces approches PCR ne renseignent pas sur le nombre d’IM 1 distincts dans la souche.
En effet, une méme souche peut porter plusieurs IM 1 (Fournier et al., 2006 ; White, Mclver
et Rawlinson, 2001). Il est important de noter que quasiment tous les travaux publiés ont
recherché les intégrons sur les souches isolées de différents prélévements et non directement
sur les préleévements.

Les IM ont été initialement décrits pour leur implication dans la dissémination des
résistances aux antibiotiques dans le contexte clinique, mais ils sont aussi retrouvés chez des
souches animales ou environnementales. Ainsi, des IM ont été détectés chez des souches
isolées d’animaux domestiques (Goldstein et al., 2001), d’¢élevage (Vali et al., 2007) ou
sauvages (Sunde, 2005)), ou de produits de la viande bovine, ovine, porcine ou aviaire
(Sunde, 2005). Les prévalences observées varient de 25 a 52% (toutes classes d’IM
confondues) et sont plus fortes si les animaux vivent a proximité des hommes.

Les IM de souches environnementales proviennent de cours d’eau naturels (Rosser et Young,
1999), de bassins artificiels (Jacobs et Chenia, 2007), ou d’eaux usées (Ferreira da Silva et al.,
2007), avec des prévalences fortes, de 35 a 68% selon le type d’échantillon.

e Les bactéries hotes

La majorité des IM décrits sont hébergés par des bactéries & Gram négatif. Ainsi, des IM 1 ont
été¢ détectés chez plus de 87 espéces de protéobactéries dont la quasi-totalité des espeéces
d’entérobactéries (Sallen et al., 1995), Pseudomonas (Levesque et al., 1995), V. cholerae
(Dalsgaard et al., 1999), Acinetobacter (Seward, 1999), mais également des o-
protéobactéries telles que Ochrobactrum (Fichier GenBank FJ950723, Li et al., non publi¢)

ou des e-protéobactéries (Campylobacter, (Gibreel et Skold, 1998)).
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Les descriptions d’ IM 1 chez des bactéries a Gram positif sont plus rares et concernent
essentiellement le genre Corynebacterium (Nesvera, Hochmannova et Patek, 1998) et
Staphylococcus (Xu et al., 2008). Les IM 2 ont été décrits principalement chez des y-
protéobactéries, le genre Shigella étant un hote fréquent (Ahmed et al., 2006 ; Gassama-Sow
et al., 2006) et plus récemment chez une bactérie a Gram positif, derococcus viridans,
d’origine animale (Byrne-Bailey et al., 2009). Enfin, si les IM 3 semblent limités dans le
contexte clinique, ils pourraient é&tre plus fréquents chez les p-protéobactéries

environnementales (Xu, Davies et Miao, 2007).

2. Les super-intégrons (SI)

Les SI se distinguent des IM par trois caracteres (Mazel, 2006 ; Mazel et al., 1998) :
(i)  Les SI sont toujours chromosomiques alors que les IM sont véhiculés par des
plasmides ou des transposons.
(i) Le nombre de cassettes de génes est le plus souvent ¢levé, notamment chez les especes
de Vibrio, ou il varie de 72 a plus de 200.
(i) Les sites attC des cassettes d’un méme SI sont trés conservés, tandis qu’ils varient
fortement en taille et en séquence entre les cassettes d’un méme IM.
Des SI ont été identifiés dans le génome d’un large panel de bactéries incluant -
protéobactéries (Vibrio, Xanthomonas, Pseudomonas), p-protéobactéries (Nitrosomonas), d-
protéobactéries (Geobacter) mais également des Planctomycetes (Rhodopirellula,

Candidatus) et une spirochete (Treponema) (Mazel, 2006).
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C- Origine et évolution des intégrons

Les intégrons existaient déja bien avant I’introduction des antibiotiques, comme en témoigne
la présence d’un SI sur le chromosome d’une souche de Vibrio metschnikovii datant de 1888
(Mazel et al., 1998). De plus, la comparaison des phylogénies des genes int/ des SI avec celle
des génomes de leurs organismes hotes montrent une coévolution ancienne de ces structures,

couplée a des transferts horizontaux de genes (Mazel, 2006).

L’origine des cassettes n’est pas connue. L’absence de promoteur dans ces ¢léments laisse
penser qu’elles sont issues d’¢léments mobiles dont la mobilité inclut une étape de
transcription (rétroéléments : rétrotransposon, introns). Récemment, Leon et Roy ont proposé
un modele ou les cassettes sont formées par recombinaison homologue entre deux copies
d’introns , 'une étant liée a un géne, I’autre a un site attC (Leon et Roy, 2009).
Enfin, les SI sont considérés comme les réservoirs de cassettes pour les IM. Cette hypothese
est fondée sur :

- la capacité des Intl de IM a mobiliser les cassettes de SI et les insérer dans un IM

- T’identité entre certains sites attC d’IM avec ceux des SI.
Un IM présente alors des cassettes provenant des SI de plusieurs especes, identifiables grace a

la séquence caractéristique de leurs sites a#/C.
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Figure 15: Dynamique des mouvements de cassettes d’intégrons

L’intégron de départ (au milieu de la figure) évolue préférentiellement par insertion
de nouvelles cassettes en attl (ce qui génere l’'intégron du bas) ou par excision des
cassettes qui ne sont pas en premiere position (ce qui génere l’intégron du haut).
Ces réactions sont catalysées par l’'intégrase Intl. La taille des fleches indique la

préférence du sens de la recombinaison.



D- Dynamiqgue d’échange des cassettes

1. Modéle d’échange des cassettes de genes

Les intégrases d’intégrons peuvent catalyser des recombinaisons aux sites a#t/ et attC selon
trois réactions avec des efficacités variables : attC x attC, attl x attC et attl x attl. La
recombinaison entre les sites att/l est significativement moins efficace que celle entre les sites
attC et la réaction attl x attC est la préférée d’entre toutes (Collis et al., 2001).

Par conséquent, I’insertion d’une nouvelle cassette dans 1’intégron se fait préférentiellement
au site attl plutdt qu’au centre du réseau (Figure 15). Selon une étude récente, les
recombinaisons préférentielles variraient selon la concentration intracellulaire en Intl et la
phase de croissance. (Shearer et Summers, 2009).

Des sites secondaires de consensus GWTMW (W : A ou T ; M : A ou C) peuvent également

étre recombinés avec un site a##C ou un site attl, mais beaucoup moins efficacement dans les

deux cas (Collis et al., 2001 ; Ramirez et al., 2008).

2. Mécanisme de recombinaisons

a- Relation structure-fonction des Intl

La structure 3D de I’intégrase du SI de V. cholerae liée a son substrat attC a été résolue et
peut étre inférée aux autres Intl (MacDonald et al., 2006).

Les protéines Intl présentent les caractéristiques structurales communes aux recombinases a
tyrosine. Le domaine N-terminal contient quatre hélices o organisées en motifs hélice-boucle-
hélice qui sont impliquées dans la liaison au site de recombinaison et les interactions entre les
protéines. La partie C-terminale contient les régions hautement conservées caractéristiques
des recombinases a tyrosine qui abritent les résidus essentiels a 1’activité de recombinaison

(Nunes-Duby et al., 1998).
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Les intégrases d’intégrons se distinguent des autres recombinases a tyrosine par la présence
d’un domaine additionnel qui inclut une hélice supplémentaire I, intervenant dans la

formation de la synapse de recombinaison.

b- Mécanisme de recombinaison

Des expériences in vivo ont montré que les enzymes Intl emploient un mécanisme atypique de
recombinaison du fait de la nature simple brin du site a##C recombiné (Bouvier, Demarre et
Mazel, 2005). Deux molécules d’Intll se lient sur un site attl double brin ou sur le brin
« bottom » d’un site a#tC. Ce dernier peut étre généré au passage d’une fourche de réplication,
ou a la suite de 1ésions de I’ADN, comme apres un stress oxydatif par exemple. De plus, il est
structuré en épingle a cheveux grace a sa séquence palindromique. Dubois ef coll. ont proposé
que la formation de cet épingle a cheveux requiert la liaison préalable d’une ou plusieurs

molécules d’Intl sur le site atzC double brin (Dubois et al., 2007).

c- Spécificité des protéines Intl envers les sites de recombinaison

Chaque intégrase Intl présente une certaine spécificté pour son site affl mais reconnait tous les
sites attC (Mazel, 2006). La protéine Intl1 se montre toutefois la plus tolérante a cet égard et
peut catalyser des recombinaisons avec attl2 ou attl3 (Biskri et al., 2005 ; Collis et Hall,

2004).

-53.-



E- Expression des genes d’intégrons

La spécificité des intégrons réside dans leur capacité a véhiculer des génes de résistance aux
antibiotiques tout en assurant leur expression.
Ces deux fonctions requicrent la présence de signaux d’initiation de transcription et de

traduction pour les génes des cassettes et pour le géne de I’intégrase.

1. Expression des genes de cassettes

L’expression des phénotypes de résistance codés par les geénes des cassettes requiert la
présence de signaux pour initier la transcription du geéne (promoteurs) ainsi que la traduction
des ARN correspondants (TIR). Si un certain nombre de cassettes posseéde déja leur propre
TIR, la grande majorité est dépourvue de promoteur interne (Hanau-Bercot et al., 2002)). Les
geénes de cassettes sont transcrits a partir du promoteur commun Pc, comme dans un opéron
(Stokes et Hall, 1989). Le promoteur Pc n’a été caractérisé que pour les IM 1 et 3, et est situé

dans la séquence codante du géne int/ (Collis et Hall, 1995 ; Collis et al., 2002).

a- Le promoteur Pc des IM 1

Chez les IM 1, le promoteur Pc présente une organisation typique des promoteurs ¢’’: un
élément -35 séparé par 17 pb d’un élément -10 avec pour (+1) de transcription une base « A »
8 pb en aval. Pc est situé dans la séquence codante du geéne int/], I’élément -10 se terminant

au niveau du codon 30, soit a 84 pb du codon START (Collis et Hall, 1995).
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Promoteur Elément -35 | Espaceur (pb) | Elément -10 | Référence ou numéro d’accés
Consensus 6"’ TTGACA 17+/-1 TATAAT Hawley et McClure, 1983
PcS (Strong) TTGACA 17 TAAACT Ul2441
PcW (Weak) TGGACA 17 TAAGCT U49101
PcHI (Hybrid 1) TGGACA 17 TAAACT M95287
PcH2 (Hybrid 2) TTGACA 17 TAAGCT U13880
PcSS (Super-Strong) | TTGATA 17 TAAACT Brizio et al., 2006
PcIn42 TTGGCA 17 TAAACT AJ243491
PcInl16 TTGACA 17 TGAACT AJ621187
PcPUO TCGACA 17 TAAACT 568049
B.
P2 TTGTTA 17 TACAGT Collis et Hall, 1995
P2m1 (mutée 1) TTGTTA 17 GACAGT Naas et al., 2001
P2m2 (mutée 2) TTGTTA 17 TACACA Lindstedt ef al., 2003

Tableau 5 : Séquence des variants des promoteurs Pc et P2 des IM 1.

La séquence consensus des promoteurs o' est rappelée dans la premiére ligne.
A. Séquences des variants de Pc. Les bases qui difféerent du variant PcS sont soulignées

B. Séquences des variants de P2. Les bases qui different de la forme P2 usuelle sont soulignées




Plusieurs variants de Pc ont été identifiés, sur la base de variations dans les éléments -35 et -
10. A ce jour, huit ont été décrits mais seulement cinq étudiés pour leur force (Brizio et al.,
2006 ; Houang et al., 2003 ; Levesque et al., 1994 ; Power et al., 2005 ; Riccio et al., 2000)
(Tableau 5A).

Globalement, les forces relatives de ces variants varient en fonction de leur degré d’identité
avec la séquence consensus pour les promoteurs a ¢'° établie chez E.coli. Le variant le plus
fort, PcS (Strong) est de 20 a 30 fois plus efficace que le PcW (Weak) ; les variants PcHI
(Hybride 1) et PcH2 (Hybride 2), qui combinent les éléments -35 et -10 de PcS et PcW, sont
de force intermédiaire, PcH2 étant le plus efficace, suggérant que c’est la mutation de
I’élément -35 (TTGACA - TGGACA) qui est la plus délétere pour I’activité de Pc (Collis et
Hall, 1995 ; Papagiannitsis, Tzouvelekis et Miriagou, 2009).

Brizio ef coll. ont caractérisé un variant de Pc (désigné ici PcSS pour Super-Strong) qui serait
plus efficace que PcS bien que moins proche de la séquence consensus que ne 1’est le variant
PcS (Brizio et al., 2006).

Les variations dans la séquence du promoteur Pc déterminent également des changements de
structure primaire de I’intégrase Intll. Ainsi, le résidu 39 d’Intl1 est une histidine lorsque Pc
est PcW ou PcHI, mais une asparagine lorsque Pc est PcS ou PcH2. L’impact du
polymorphisme de Pc sur sa force et sur 1’activité de I’intégrase Intl1 fait I’objet de I’étude du
premier travail décrit dans ce manuscrit.

v’ Epidémiologie et distribution des variants de Pc

Les quelques études épidémiologiques traitant de la prévalence des variants de Pc indiquent
une forte prédominance du PcW, en particulier chez les intégrons de Salmonella (Lindstedt et

al., 2003 ; Schmitz et al., 2001).
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Selon les études, il est suivi soit du PcS dans une étude menée sur plusieurs espéces
d’entérobactéries (Schmitz et al., 2001)), soit du PcH1 dans une autre ciblant un groupe
d’isolats d’E. coli (Cocchi et al., 2007). Aucun de ces articles ne mentionne la présence d’un
des quatres autres variants de Pc, qui semblent extrémement rares.

Dans le travail de Schmitz et coll., 1a proportion d’intégrons portant des variants de Pc forts
augmente d’autant plus que les souches ont été isolées récemment : 14% (n=14) en 1993,
24% (n=25) en 1996, 46% (n=50) en 1999 (Schmitz et al., 2001).

Ces ¢tudes de prévalence ne tiennent pas compte des réseaux de cassettes des IM 1 analysés.
Or deux IM 1 ayant le méme réseau de cassettes peuvent étre associés a un méme variant de
Pc (Schmitz et al., 2001) ou des variants distincts (Peters et al., 2001; A.P. Solomenny,
2009)).

V' Diversité de Pc au dela des variants

Nous avons vu qu’outre les éléments -35 et -10, d’autres régions d’un promoteur contribuent
a son efficacité. Par conséquent, la définition initiale des variants de Pc basée uniquement sur
ces ¢léments ne suffit pas a décrire son polymorphisme. Ainsi, un certain nombre d’intégrons
avec PcW présentent une mutation de la deuxiéme base en amont de 1’hexameére -10,
communément un résidu C, en G, ce qui augmente de cinq fois son efficacité, probablement
parce que cela crée une région -10 étendue fonctionnelle (Nesvera, Hochmannova et Patek,

1998).

a- Le promoteur P2

Certains IM 1 présentent un second promoteur P2 qui contribue a I’expression des cassettes,
localis¢ dans attll, a 119 pb en aval de Pc (Stokes et Hall, 1989). Ce promoteur est créé via
I’insertion de trois résidus guanine, ce qui corrige I’espacement entre des motifs -35 et -10

potentiels et leur permet ainsi de fonctionner comme tel. P2 est le plus souvent associé¢ au

PcW, plus rarement au PcH1 ou PcS (Papagiannitsis, Tzouvelekis et Miriagou, 2009).
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Elément -35 | Espaceur (pb) | Elément -10 Références

Consensus 6" | TTGACA 17+/-1 TATAAT Hawley et McClure, 1983

Variant de Pc

In3-1 (Arakawa et al., 1995)

Variant | TAGACA 17 TAGGCT |13 3 1n3-4 (Xu, Davies et Miao, 2007)

Variant 2 TAGACA 17 TAGGAT In3-2 (Correia et al., 2003)

Tableau 6: Séquence des variants des promoteurs Pc des IM 3.
La séquence consensus des promoteurs o' est rappelée dans la premiére ligne.

La base qui differe entre les deux variants de Pc est soulignée.



Il permet d’augmenter d’autant plus le niveau de transcription des cassettes que le variant de
Pc est faible (Papagiannitsis, Tzouvelekis et Miriagou, 2009 ; Pournaras et al., 2005), se
révélant parfois indispensable pour que la premicre cassette exprime le phénotype codé par
son geéne (Tenover et al., 1988). Deux autres variants de P2 ont ét¢ identifiés, mais leurs
forces respectives n’ont jamais été déterminées (Lindstedt et al., 2003 ; Naas et al., 2001)
(Tableau 5B). La seule étude épidémiologique sur le promoteur P2 laisse penser qu’il pourrait

étre actif chez 20% des IM 1, du moins chez Salmonella (Lindstedt et al., 2003).

c- Le promoteur Pc des IM 3

Le promoteur Pc des IM 3 est situé dans la séquence codante du gene int/3, a la position
correspondant du Pc des IM 1 dans int/l. Dans I’'IM 3 numéroté In3-2, Pc differe par une
substitution dans I’¢lément -10 (Tableau 6) (Correia et al., 2003). Ce variant est plus proche
de la séquence consensus établie pour les promoteurs bactériens a o' et devrait donc a priori

étre plus fort que le Pc des autres IM 3, mais cela n’a pas été montré expérimentalement.
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Elément -35 | Espaceur(pb) | Elément -10 Références ou numéro d’accés
Consensus ¢ TTGACA 17+/-1 TATAAT Hawley et McClure, 1983
Cassettes
qacH TTGGCA 19 TATCCT Ploy, Courvalin et Lambert, 1998
TTGCAG 17 TACGAT* Bissonnette et al., 1991
cmlAl TTGAAA 16 TTCAAT? Bissonnette et al., 1991
TTGTTA 17 TGAGAT Bissonnette et al., 1991
cmlA2 TCGCGG' 17 TACGAT* Naas et al., 2001
ereAl TGGCGA 17 TACAGC Biskri et Mazel, 2003
ccdAB’ TTGTTA 17 TATACT Rowe-Magnus ef al., 2003
qacG CTGTTT 18 TAAAAT Laraki et al., 1999
cmlA4 TTGAAA 16 TTCAAT Poirel et al., 2000
TTGTTA 17 TGAGAT Poirel et al., 2000
cmlA10 TCGCTG 17 TACGAT* AJ867811
catB2 TGGTCT 17 TATGGT Parent et Roy, 1992
gqnrVCl TTGAGA 17 TAGTCT* Fonseca et al., 2008
blaN29 TAGGCA 18 TTTTAT* Ito et Hirano, 1997
blaP3 (CARB-4) TTGAAT 14 TATAAG* | Sanschagrin, Bejaoui et Levesque, 1998
TTGAAT' 16 TAAGAT Ce travail
blaP1 (CARB-2) ATTATG 18 TAAAAT Petroni et al., 2004
blaP2 (CARB-8) ATTATG 18 TAAAAT Petroni et al., 2004
CARB-9* ATTATG 18 TAAGAT Petroni et al., 2004
CARB-6’ ATTATG 18 TAAAAT Petroni et al., 2004
CARB-7* ATTTCA 18 TAAGAT Petroni et al., 2004

Tableau 7 : Séquence des promoteurs putatifs de cassettes de genes
La séquence consensus des promoteurs 0° est rappelée dans la premiére ligne. Les bases identiques d la séquence consensus sont en gras.
Les promoteurs dont la séquence de I’élément -10 est suivie d’un astérisque (*) présentent un motif TGN-10 qui caractérise la région « -10
étendue». N: A, C, GouT
A. Séquences de promoteurs internes de cassettes pour lesquels ’activité a été démontrée in vitro
Les geénes de ces cassettes sont transcrits indépendamment de Pc.
! La séquence de ’élément -35 est TCGCGG dans I'article, mais TCGCAG dans le fichier GenBank associé (Fichier GenBank AF205943)
? Cette cassette est exclusivement associée a un SI.
B. Séquences des promoteurs putatifs proposés pour d’autres cassettes.
La présence d’un promoteur actif dans ces cassettes n’a pas été vérifiée.
! Ce promoteur est une proposition alternative a celle des auteurs.

2 Cette cassette est exclusivement associée a un SI.



d- Les promoteurs internes aux cassettes

La grande majorité des cassettes présente un espacement insuffisant entre le site de
recombinaison et le début de leur géne pour abriter un promoteur fonctionnel.

Cependant, les cassettes gacH, cmlAl, cmlA2 et ereAl, possédent leur propre promoteur
(Biskri et Mazel, 2003 ; Bissonnette et al., 1991 ; Naas et al, 2001 ; Ploy, Courvalin et
Lambert, 1998 ; Rowe-Magnus et al., 2003). C’est également le cas des deux genes de la
cassette ccdAB qui codent une toxine (un inhibiteur de gyrase) et son antidote dans le SI de V.
fischeri (Rowe-Magnus et al., 2003). Des promoteurs potentiels ont été proposés pour ces
différents geénes, mais aucun n’a été caractéris€ a ce jour (Tableau 7A). Pour d’autres
cassettes, des régions promotrices bien conservées ont été repérées en amont des genes, mais
leur activité potentielle n’a pas été testée (Tableau 7B) (Fonseca et al., 2008 ; Laraki et al.,
1999 ; Parent et Roy, 1992 ; Poirel et al., 2000 ; Sanschagrin, Bejaoui et Levesque, 1998).
Notre analyse des promoteurs putatifs internes aux cassettes a montré qu’un certain nombre
présentent une région «-10 étendue » non identifiée par les auteurs (Tableau 7A et B).

Enfin, des études transcriptomiques suggerent que la plupart des geénes de cassettes du SI de
V.cholerae sont davantage exprimés en phase stationnaire, en réponse a un stress ou une forte
densité cellulaire, probablement via la participation de facteurs o alternatifs (Yildiz et al.,

2004).

e- Autres promoteurs pour les génes de cassettes

L’accumulation de séquences d’IM, en particulier d’IM 1, a révélé I’existence d’autres
promoteurs actifs pour I’expression des cassettes de génes situés ni dans la plate-forme

fonctionnelle, ni au sein méme de la cassette.
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v’ Les pseudocassettes d’expression

D’autres geénes de cassettes sont transcrits a partir de promoteurs situés en amont des
cassettes. Ainsi, la plupart des cassettes blaOxal0 et blaOxal0-aadAl sont précédées d’une
cassette cryptique dépourvue de gene et d’une partie du site a##C mais contenant un promoteur
actif (Naas et al., 2001). De méme, un fragment de 101 pb contenant le promoteur de gacEAI
est présent en amont de plusieurs cassettes, dont toutes les aac(6°)-1b-cr, aac(3)-VI et aadA16
(Partridge et al., 2009). Ce promoteur suffit au géne de la cassette aac(3)-VI pour qu’il

confere le phénotype de résistance correspondant (Rather et al., 1993).

v’ Expression des cassettes depuis un promoteur dans une IS

Certains intégrons présentent des IS qui procurent des séquences promotrices efficaces pour la
transcription des cassettes. L. expression des génes des cassettes b/laVEB insérées en premiére
position des IM 1 est augmentée lorsqu’elle est précédée de I’'1S7999. Cet effet est li¢ a un
promoteur Pout de I’ IS qui coopére avec le promoteur Pc (Aubert, Naas et Nordmann, 2003).
Il a également été proposé que 1I’IS70 insérée entre attl] et blaOxa-2 dans ’intégron de pB10
soit responsable de I’expression du géne blaOxa-2 (Szczepanowski et al., 2004). En effet, les
IS de cette famille ont un promoteur Pout orienté vers 1’extérieur de I’IS et connu pour activer

certains geénes (Pour revue, (Mabhillon et Chandler, 1998)).

d- Traduction des génes de cassettes

v" Signaux d’initiation de traduction

La plupart des génes de cassettes possedent une bonne région d’initiation de traduction (TIR)
potentielle, constituée d’un site de liaison des ribosomes (ou RBS pour Ribosome Binding
Site ; de consensus AAGGA) espacé de manic¢re optimale d’un codon d’initiation (Hanau-

Bercot et al., 2002)
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intl1 SD ORF11

— -

GGAG<--->ATG
8 pb

1°® cassette

CAA AGI:TAGE
CAA AGT |TAA.

I
CAA AGT |TGA
Gln Ser STOP

CAA AGT TGG
Trp
CAA AGT TAT
Tyr

CAA AGT TTG
Ser

Figure 16: Structure d’ORF 11 selon la nature de la premiere cassette.

La structure générale de I'IM 1 est rappelée avec les mémes symboles que
précédemment. L’ORF11 (rectangle orange), dont le sens de transcription est
rappelé par une fleche, commence dans la région attll et se termine dans la
premiere cassette, le plus souvent grdce a un codon STOP situé dans la boite R’ du
site « core » ( petit triangle vert). Les différents codons possibles (codons STOP ou
codant) a ce niveau sont indiqués. Cette ORF est précédée d’'une bonne TIR,

constituée d’une RBS (« SD », rectangle bleu), située 8 pb en amont d’ORF11.



v" Traduction des cassettes en premiére position des IM 1

De nombreux IM 1 présentent un cadre ouvert de lecture (ORF) qui commence a a I’extrémité
3’ de la région attll et se termine par un codon STOP apporté par la premicre cassette
(Figure 16). Cette ORF appelée ORF11 est précédée d’une TIR efficace (GGAG-N8-ATG) et
assure une traduction du gene de la premicre cassette. Hanau-Bercot et coll. ont proposé un
modele de couplage traductionnel dans lequel une fraction des ribosomes recrutés par la TIR
d’ORF11, apres avoir traduit ORF11, réinitie une traduction au niveau du géne de la premicre
cassette (Hanau-Bercot ef al., 2002).

La taille du peptide codé¢ par ORF11, généralement 12 aa, dépend de la premicre cassette
(Figure 16). Elle peut étre réduite a 8 aa si I’ORF est mutée ou rallongée jusqu’a 21 aa en
fonction de la position du codon STOP dans la cassette.

D’autre part, certains IM 1 présentent une duplication des 19 premieres pb d’ORF11.
Généralement, cela entraine la formation d’'une ORF18 fusionnée au gene de la premicre
cassette, (Casin et al., 1998).

v" Influence de la position de la cassette

Collis et coll. ont constaté que le niveau d’expression d’un méme géne de cassette est d’autant
plus réduit que la cassette était ¢loignée de Pc. Ces auteurs proposent qu’en formant des
structures tige-boucle, les sites aftC constituent des atténuateurs de transcription (Collis et
Hall, 1995). En fait, la présence d’une série de T immédiatement en aval de la tige-boucle est
requise pour former un atténuateur de transcription (Yarnell et Roberts, 1999), ce dont sont
dépourvus les sites a#tC. D’ailleurs, Jacquier et coll. ont récemment montré que I’influence
des sites attC s’exercait au niveau de la traduction du géne, et non de la transcription : les
tiges-boucles seraient des barriéres physiques affectant, a des amplitudes variables, le transit

des ribosomes le long des transcrits (Jacquier ef al., 2009).
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Promoteur Elément -35 | Espaceur (pb)| Elément -10 | Référence ou numéro d’accés
Consensus 0" TTGACA 17+/-1 TATAAT Hawley et McClure, 1983
Classe d’intégron
IM 1 TTGCTG 17 TAGACT Guerin et al., 2009
M2 CAGGCA 17 TAGAAT L10818
TTGAAA 17 CATACT Collis et al., 2002
M3 CGGATA 17 TAAACA Collis et al., 2002
IM 4 TAGTTA 17 TAATTT Ce travail
TTGGAC 17 CTATAT! Guerin et al., 2009
M TGGACA 17 TATATA Ce travail
SIVch TTGACA 17 TACTGT Guerin et al., 2009
SIVme TTGACA 17 CACTGT Guerin et al., 2009
Classe 6 TGGTTT 17 TATAAT Nield et al., 2001
Classe 7 TTGAAA 18 TAGATT Nield et al., 2001
TCCATA 17 AATAAT Nield et al., 2001
Classe 8
TTGATT 17 TACTGT Ce travail

Tableau 8 : Séquence des promoteurs Pintl des genes d’intégrase d’intégrons.
La séquence consensus des promoteurs o' est rappelée dans la premiére ligne.
Seul le promoteur des IM 1 a été caracteérisé, les autres séquences correspondent a des propositions non expérimentalement
verifiées, soit des auteurs, soit de ce travail (séquences soulignées). Deux promoteurs ont été proposés pour les IM 3.

1 ’ r . ’ ’
Cette séquence présente en outre une région « -10 étendue » non observée par les auteurs.



Modulation du niveau d’expression

Le niveau d’expression d’un geéne d’une cassette insérée dans un intégron dépend donc de
plusieurs parameétres, dont :

(i)  Laprésence et la séquence du promoteur Pc et/ou P2

(i) La présence d’un promoteur additionnel (interne a la cassette ou dans une autre

structure en amont)

(iii)  La présence de signaux de traductions internes

(iv)  Le nombre et la nature des cassettes en amont
Par ailleurs, il est aussi influencé par le nombre de copies (i) de la cassette au sein d’un

intégron, (ii) de I’intégron au sein du support génétique qui I’héberge.

2. Expression du géne de ’intégrase des intégrons

Le promoteur Pintl contrdlant I’expression du gene intl n’a été décrit que pour les IM 1
(Guerin et al., 2009). Ce promoteur Pintll (TTGCTG-N17-TAGACT) est localisé 22 pb en
amont du codon START d’intl] ; il est trés conservé par rapport a la séquence consensus des
promoteurs o' . D’autre part, il fait face au promoteur Pc, et chevauche le promoteur P2, une
situation propice aux interférences transcriptionnelles. Des séquences de promoteurs
potentiels ont été proposées pour les génes int/ d’autres IM et quelques SI (Tableau 8).

Au niveau traductionnel, la présence d’'une RBS n’a été étudiée pour aucune classe
d’intégron : il est possible de repérer des RBS proches du consensus, mais seulement pour les
genes intl des IM 2 et de quelques SI. De plus, un site de fixation pour le répresseur LexA
chevauche la région promoteur chez la plupart des IM et de nombreux SI (Guerin et al.,
2009). La protéine LexA réprime un ensemble de genes impliqués dans la réponse SOS, mise

en place a la suite de tout stress entrainant des dommages a I’ADN.
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Il a été montré que la transcription des genes int/l des IM 1 et VchintIA du SI de V.cholerae
est LexA-dépendante et régulée par la réponse SOS. Leur expression peut donc étre induite
par certains antibiotiques connus pour provoquer un stress oxydatif (quinolones, f3-lactamines,

triméthoprime).

-62 -



Résultats



Présentation du travail de thése

Nos recherches ont porté sur 1’expression des génes de résistance aux antibiotiques et de
I’intégrase au sein des intégrons de multirésistance (IM). Les IM sont des systemes élaborés
de capture, d’expression et de dissémination de genes de résistance contenus dans des
cassettes, chez les bactéries a Gram négatif. Ils codent une enzyme, I’intégrase, qui catalyse
I’insertion/excision des cassettes dans I’intégron et fournissent aux cassettes insérées un
promoteur Pc pour la transcription de leur géne, comme dans un opéron. Plusieurs classes
d’IM ont été définies sur la base de la séquence de 1’intégrase, les IM de classe 1 et 2 (IM 1 et
IM 2) étant les plus prévalents. Le promoteur Pc des IM 1 existe en plusieurs variants qui
different par la séquence des ¢éléments -35 et -10 et par leur force. Ce promoteur Pc est
localis¢ dans la séquence codante du géne de l’intégrase, si bien que les variations de Pc
modifient également la séquence de I’intégrase. Certains IM 1 présentent en outre un second
promoteur P2, en aval de Pc, qui participe a I’expression des geénes de cassettes. Bien que des
centaines d’IM 1 aient été caractérisées ces dernieres années, la diversité et la distribution des

séquences promotrices Pc/P2 ne sont pas connues.

C’est pourquoi, dans la premiére partie de ce travail, a partir de I’analyse de I’ensemble des
séquences d’IM 1 disponibles in silico, nous avons caractérisé le polymorphisme de la région
promotrice Pc/P2 et son impact sur le niveau d’expression des cassettes mais aussi sur
I’efficacité de ’intégrase. Ce travail fait 1’objet d’une publication dans la revue Plos Genetics.
Nous avons ensuite réalis¢ une étude, présentée dans la seconde partie, chez des souches
cliniques pour vérifier si la répartition des variants de Pc et P2 in vivo était comparable a celle

que nous avons déterminée précédemment in silico.
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Enfin, le promoteur Pc et celui contrélant I’expression du geéne de I’intégrase Pintl1 se faisant
face chez les IM 1, nous avons étudi¢ si ces deux promoteurs interfeérent ; les résultats de ce
travail sont détaillés dans la troisiéme partie.

Par ailleurs, nous avons, dans la quatrieme partie, ¢tendu nos travaux aux IM 2 assez peu
¢tudiés bien que fréquemment décrits chez des souches humaines et animales. Nous avons
caractérisé les promoteurs du gene de I’intégrase et des génes de cassettes de cette classe
d’IM.

Les travaux présentés dans les parties 2 et 4 sont en cours d’écriture sous forme d’articles
pour publication dans des revues internationales. Le travail présenté dans la partie 3 doit étre

poursuivi afin de disposer de résultats complémentaires avant publication.
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Partie n° 1

Le polymorphisme du promoteur Pc des intégrons de classe

1 affecte ’activité de I'intégrase Intl1



Le séquencgage de nombreux IM 1 a révélé un polymorphisme du promoteur Pc chez cette
classe d’intégrons. A ce jour, 8 variants de Pc ont été décrits uniquement sur la base de
différences de séquences dans les éléments -35 et -10 (Brizio et al., 2006 ; Levesque et al.,
1994 ; Power et al., 2005 ; Riccio et al., 2000). Leur efficacité est variable mais n’a jamais été
testée dans un méme essai (Levesque et al., 1994). De plus, le promoteur Pc est localisé dans
la séquence codante du geéne int/1, si bien que la séquence de la protéine Intl1 différe selon les

variants de Pc.

Dans ce travail, nous avons analysé in silico la diversité et la distribution des variants du
promoteur Pc des IM 1 et et la conséquence de ce polymorphisme sur 1’activité de 1’intégrase
IntI1. Les efficacités relatives des variants de Pc ont ét¢ déterminées a I’aide d’un méme essai
enzymatique, dans des fusions transcriptionnelles entre d’une part un fragment d’IM 1
contenant a la fois Pc et P2 et d’autre part un géne lacZ dépourvu de promoteur dans le
vecteur rapporteur pSU38AtotlacZ que nous avons construit. De fagon surprenante, ce sont les
variants de Pc les moins efficaces pour la transcription des génes de cassettes qui
prédominent, les plus forts étant plus rares (Tableau 1 et Figure 2A de I’article). Cependant,
dans deux tiers des IM 1 ayant le promoteur faible PcW, ’activité de ce promoteur est
compensée par la présence d’une région -10 étendue ou d’un second promoteur actif P2
(Tableau 2 et Figures 2B et 2C de I’article). Ce dernier, en revanche, n’augmente pas voire
diminue le niveau d’expression globale quand il est associé¢ a un variant fort de Pc (Figure 2C
de D’article). De plus, il en existe d’autres variants. Globalement, nous avons montré qu’il
existait au moins 20 séquences pour la région promotrice Pc-P2, dont nous avons étudié les

forces relatives dans un méme essai enzymatique.

D’autre part, nous avons étudié I’influence de la séquence (et donc du variant) de Pc sur la
structure et I’activité d’Intll : les cinq variants principaux de Pc déterminent trois all¢les

d’Intl1 du fait de variations aux positions 32 et 39 (Tableau 3 de I’article).
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En utilisant des tests d’activités de recombinaisons déja décrits (Guerin ef al., 2009; Bouvier,
Demarre et Mazel, 2005), nous avons montré que les variants faibles de Pc déterminaient des
Intl1 beaucoup plus efficaces pour 1’excision des cassettes. En revanche, toutes les Intll
présentent une activité d’intégration similaire (Figure 3 de I’article). Ces résultats permettent
de proposer un réle pour les résidus Arginine 32 et Histidine 39 (muté(s) quand le Pc est un
des variants forts) dans la liaison d’Intl1 avec les sites de recombinaison attC. Ainsi, si la
plupart des IM 1 sont peu efficaces pour transcrire les genes de cassettes, ils codent une
intégrase plus processive qui facilite 1’apparition d’un réarrangement adapté, dans lequel la

cassette requise est insérée au site att/l, 1a ou elle sera plus fortement exprimée.

Enfin, nous proposons que la pression de sélection antibiotique a contribué a convertir le
variant « ancestral » de Pc, PcW, vers des séquences de Pc qui permettent a la fois une

meilleur transcription des geénes de cassettes et leurs stabilisations au sein de I’intégron.
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Abstract

Class 1 integrons are widespread genetic elements that allow bacteria to capture and express
gene cassettes that are usualy promoterless. These integrons play a major role in the
dissemination of antibiotic resistance among Gram-negative bacteria. They typically consist
of a gene (intl) encoding an integrase (that catalyzes the gene cassette movement by site-
specific recombination), a recombination site (attl1), and a promoter (Pc) responsible for the
expression of inserted gene cassettes. The Pc promoter can occasionally be combined with a
second promoter designated P2, and severa Pc variants with different strengths have been
described, although their relative distribution is not known. The Pc promoter in class 1
integrons is located within the intl 1 coding sequence. The Pc polymorphism affects the amino
acid sequence of Intl1 and the effect of this feature on the integrase recombination activity has
not previously been investigated. We therefore conducted an extensive in silico study of class
1 integron sequences in order to assess the distribution of Pc variants. We also measured these
promoters strength by means of transcriptional reporter gene fusion experiments and
estimated the excision and integration activities of the different Intl1 variants. We found that
there are currently 13 Pc variants, leading to 10 Intl1l variants, that have a highly uneven
distribution. There are five main Pc-P2 combinations, corresponding to five promoter
strengths, and three main integrases displaying similar integration activity but very different
excision efficiency. Promoter strength correlates with integrase excision activity: the weaker
the promoter, the stronger the integrase. The tight relationship between the aptitude of class 1
integrons to recombine cassettes and express gene cassettes may be a key to understanding the
short-term evolution of integrons. Dissemination of integron-driven drug resistance is
therefore more complex than previously thought.



http://dx.doi.org/10.1371/journal.pgen.1000793
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Figure S1: Expression level of the different Intl1 variants
The expression levels were estimated by western blot analysis from cell cultures. The
Intl1 variants were expressed from the pBad-int/1* vectors induced by arabinose, the

variants being indicated under the graph. T: purified Intl1g35 13-



Integrase protein quantification
The amount of Intl1* variants in cells was estimated by Western blot. E. coli strain

MG1656(pSU38-artl) cells expressing one of the Intl1* variants from pBad-intlI* were

grown over-day in LB broth supplemented with ampicillin, kanamycin and 1% glucose, at
37°C, then diluted 1:100 in fresh LB broth supplemented with ampicillin, kanamycin and
0.2% arabinose and grown at 37°C overnight. Cells were pelleted, resuspended in gel loading
buffer, boiled, and subjected to 12% SDS-PAGE. Proteins were transferred onto PVDF
membranes and the membranes were probed with polyclonal anti-Intl1 peptide antibodies.
The immunoblots were revealed with the WesternDot V625 detection system (Molecular
Probes) and the signals were quantified with the quantity One® sofware (Biorad). Results are

expressed as a percentage of IntI1*gs,. 3.
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Figure S2: Distribution of the number of gene cassettes in arrays depending on
the Pc variant. The number of gene cassettes was determined for the 321 integrons
analyzed. The results were sorted according to the Pc variant controlling the cassette

array transcription: PcW (n=77), PcH1 (n=88), PcW+gn.10 (n=56) and PcS (n=77).



Table S1: List and characteristics of the 321 analyzed integrons

Pc variant P2 form  Number of Gene Cassettes Accession Number
PcW 0 U49101,M73819
PcW 1 L06157
PcW 1 D43625
PcW 1 AJ420072
PcW 1 FJ457611
PcW 1 AY257539
PcW 1 X12868
PcW 1 X58425
PcW 1 EU598463
PcW 1 DQ352176
PcW 1 AB281182
PcW 1 BX248359
PcW 1 X53635
PcW 1 AF191564
PcW 1 EU327990
PcW 2 EU327991
PcW 2 AJ877225
PcW 2 EF614235
PcW 2 DQ767903
PcW 2 EU503121
PcW 2 AF024602
PcW 2 AJ289190
PcW 2 AF313471
PcW 2 CP000645
PcW 2 AM261282
PcW 2 750802
PcW 2 AJ628353



PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW
PcW

PcW

P2
P2
P2

NS T S R S " I )

CP001232
EF592570
DQ372711
AJ863570
AJ564903
EU886977
EU675686
DQ914960
136547
EU886979
AF313472
AY214164
EU487199
721672
DQ393569
AJ698325
EF027105
DQ236170
AY 115475
EF577408
EU327989
AJ971344
DQ522237
DQ831140
AY536743
EU327987
X12870
CP000603
X64368



PcW P2 1 EF660563
PcW P2 1 EF190326
PcW P2 1 AF329699
PcW P2 1 U81136
PcW P2 2 AJ878850
PcW P2 2 AF231133
PcW P2 2 AY136758
PcW P2 2 AF315786
PcW P2 2 EU052800
PcW P2 2 AF174129
PcW P2 2 AF326777
PcW P2 2 AJ746361
PcW P2 2 AY289608
PcW P2 3 AY758206
PcW P2 3 AMO055748
PcW P2 3 AF347074
PcW P2 4 EF636461
PcW P2 4 AJ584652
PcW P2 4 AJ969235
PcW P2 5 AF156486
PcW P2m2 4 [1]
PcWoon10 1 CT025832
PeW. s 1 AF261825
PcWoon10 1 AF071555
PcWoon10 1 AF486817
PeW.rex 1o 1 AF071555
PcWoon10 1 EU847537
PeW.cx 1o 1 FJ183463
PeW. s 1 AB263754



PcWien-10
PcWien-10
PcWien.10
PcWen-10
PcWen-10
PcWen-10
PcWen-10
PcWen-10
PcWren.10
PcWren-10
PcWren-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWen-10
PcWen-10
PcWren-10
PcWren.10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWien-10
PcWren-10

PcW o0

[N T N e N S I I O e S R e S L S R ° L \S R \" I \V]

(98]

EU847537
AB207867
AM886293
EF427691
AY963803
AY522431
AM295980
EF408254
AB207867
AY069972
X17477
CT025832
AY 146989
AB366440
AB469046
EF118171
AF133699
DQ023222
DQ219465
DQ315789
DQ522234
DQ322593
AY522923
AMO040708
DQ902344
FI384365
AF322577
AJ867812
AJ511268



PcWanio 3 AM392427
PcWanio 3 DQ342344
PcWanio 4 EU886980
PcWranio 4 AY943084
PcWranio 4 AJ871915
PcWranio 4 EF051038
PcWranio 4 AY920928
PcWanio 4 AJ609296
PcWanio 4 EF125010
PcWanio 4 AF078527
PcWanio 4 Y 18050
PcWranio 4 AY560837
PcWanio 5 AJ971342
PcWanio 5 AJ634050
PcWanio 6 AY907717
PcWranio 6 EF051037
PcWranio 6 CT025832
PeW 1o P2 2 AJ009819/AJ310778
PeW 1o P2ml 2 DQ315788
PcWpanio 2 AB040994
PcHI 1 F1594767
PcHI 1 AF439785
PcHI 1 DQ247972
PcHI 1 AJ517791
PcHI 1 AF458081
PcHI 1 DQ108615
PcHI 1 F1223605
PcHI 1 AJ517790

PcHI1 1 EU715254



PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1

PcHI1

[N T N O N O L I O e O e N e N e S R I O e N e S S I S \° I S I\ "I \S I 8

U31119
FI167861
EU491959
CP000744
AJ586617
AM778842
AF355189
AB366442
AY033653
AF043381
AJ561197
AJ639924
AY509004
783311
FI183470
AY259085
AY878718
AM886293
AM746675
CP000971
DQ125241
AB113580
AB116260
AJ628135
AJ550807
EF184215
EU591509
AF315351
EF577407



PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1
PcHI1

PcHI1

N - T - N N SN TN

DQ522235
EU886981
AY775051
AY878717
AJ812570
AY740681
FJ594765
AY536742
EU678897
EF382672
AYS551331
DQ647028
AB104852
AF294653
AJ786649
EF207719
EF207717
DQ522236
AY030343
AY866525
AY460181
EF415651
AY686225
EU588392
AJ620678
AB188812
DQ089809
DQ839391
MO95287



PcHI 4 AJ867811
PcHI 4 AJ969237
PcHI 4 AJ969236
PcHI 4 EF522838
PcHI 5 AY260546
PcHI 5 AY444814
PcHI 5 EU219534
PcHI 5 AJ223604
PcHI 5 AY507153
PcHI 6 CP001125
PcHI 6 FI160769
PcHI 6 FI196385
PcHI 6 EU834941
PcHI 6 AY816216
PcHI 6 DQ393784
PcHI 7 EF184216
PcHI 8 AF047479
PcHI P2 2 AM991977
PcHI P2 1 AY522431
PcHI P2 1 EU266532
PcHI P2ml 2 EF184217

PcH L rrero 2 U36276

PcH L rry o 2 AF302086

PcS 1 AY 123253
PcS 1 X74412

PcS 1 EU219534
PcS 1 AJ870926
PcS 1 AJ628423
PcS 1 EF690696



PcS 1 AY781413
PcS 2 AY458224
PcS 2 EU543272
PcS 2 AY162283
PcS 2 FI374756
PcS 2 L06822 (X68227)
PcS 2 AB469045
PcS 2 EF370423
PcS 2 DQ861641
PcS 2 AY463797
PcS 2 DQ517526
PcS 2 CP000604
PcS 2 AY232671
PcS 2 AF458082
PcS 2 EF592571
PcS 2 BR000038
PcS 2 X72585,U67194
PcS 2 DQ274503
PcS 2 DQ288156
PcS 2 U59183
PcS 2 EU091084
PcS 2 AF458080
PcS 2 CP000863
PcS 2 EF690695
PcS 2 AY648125
PcS 2 AJ628983
PcS 2 AJ515707
PcS 3 AF263519
PcS 3 EU014166



PcS 3 FJ207466

PcS 3 AY220520
PcS 3 EF375699
PcS 3 DQ153217
PcS 3 DQ153218
PcS 3 EF660562
PcS 3 EU118148
PcS 3 EU118149
PcS 3 AY816215
PcS 3 AMO993098
PcS 3 DQ310703
PcS 3 AJ311891
PcS 3 AY294333
PcS 3 U37105
PcS 3 AM183120
PcS 3 EF093145
PcS 3 AM988778
PcS 3 EU014075
PcS 4 AF550679
PcS 4 U9%0945
PcS 4 AF034958
PcS 4 AY065966
PcS 4 AF263520
PcS 4 U12338/X15852
PcS 4 AJ310480
PcS 4 DQ112355
PcS 4 AJ870988
PcS 4 AF369871
PcS 4 AF418284



PcS 4 EF467306
PcS 5 EF207718
PcS 5 EU117233
PcS 5 CP001182
PcS 5 CT025832
PcS 5 AJ009820
PcS 5 DQ522239
PcS 5 AJ704863
PcS 6 AY029772
PcS 6 AY509004
PcS 6 EF206349
PcS 6 EF138817
PcS P2 3 DQ143913

PcS om0 3 AJ640197
PcH2 1 AB061794
PcH2 1 $45954
PcH2 2 CP000650
PcH2 2 AMI180753
PcH2 3 AJ744860
PcH2 4 DQ522233
PcH2 4 AJ704863
PcH2 4 AJ278514/5
PcH2 5 U13880

PcH2 10 1 AM234698

PcH2, ox 10 1 DQ519091

PcH2, ox 10 2 AY038837

PcH2, ox 10 4 FI1594766

PcH2, ox 10 4 AF445082

PcPUO 4 AF288045



PcPUO 1 S68049

PcSS 1 (2]
PcInll16 3 AJ621187
PcIn4?2 3 AJ243491
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Enteritidis from Norwegian hospitals. J Med Microbiol 52: 141-149.

. Brizio A, Conceicao T, Pimentel M, Da Silva G, Duarte A (2006) High-level expression of

IMP-5 carbapenemase owing to point mutation in the -35 promoter region of class 1

integron among Pseudomonas aeruginosa clinical isolates. Int J Antimicrob Agents 27: 27-

31.



Partie n° 2

Etude épidémiologique de la prévalence des variants de Pc

au sein d’une collection de souches d’Escherichia coli



Dans le premier travail, nous avons montré que la plupart des IM 1 présente des variants
faibles de Pc (PcW, PcH1). Notre analyse, bien qu’effectuée sur un grand nombre d’IM 1 (n=
321), était cependant basée sur des données disponibles in silico et ne tenait pas compte de la
fréquence de chaque IM 1 dans la réalit¢ épidémiologique. Aussi, pour vérifier si les
fréquences issues de 1’analyse in silico sont cohérentes avec des données épidémiologiques,
nous avons effectué une étude, en collaboration avec I’équipe de Carmen Torres (Area de
Bioquimica y Biologia Molecular, Departemento de Agricultura y Alimentacion, Universidad
de La Rioja, Logrofio), sur la répartition des promoteurs de cassettes des IM 1 au sein d’une
collection de souches d’E. coli isolées en France et en Espagne. Les rares études traitant de
I’épidémiologie des variants de Pc chez des souches cliniques indiquaient la prédominance du
variant le moins efficace, PcW au sein des Enterobacteriaceae (Cocchi et al., 2007 ;
Lindstedt et al., 2003 ; Schmitz et al., 2001). Cependant, les auteurs de ces travaux ne
tenaient pas compte de la présence ou non d’une région -10 étendue, un élément dont nous
avons montré qu’il augmente largement la force de PcW. D’autre part, la prévalence des

variants de P2 est totalement inconnue.
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Matériel et Méthodes

I. Souches bactériennes et milieux de culture

86 souches d’E.coli chez lesquelles un fragment du geéne int/] avait été détecté préalablement
ont été incluses dans cette étude; elles ont été isolées en France ou en Espagne
d’écouvillonnages rectaux de volontaires sains ou d’échantillons cliniques de patients

hospitalisés. Les cellules ont été cultivées en milieu BHI (Brain-Heart Infusion).

II. Caractérisation des réseaux de cassettes de génes des IM 1

Les réseaux des cassettes de génes des IM 1 des souches d’E.coli ont été caractérisés comme
décrit précédemment, par des méthodes de PCR et de séquengage avec des oligonucléotides

situés dans les régions 5’CS, 3’CS ou les geénes de cassettes (Saenz et al., 2004).

III. Caractérisation de la région promotrice Pc/P2 des IM 1

L’ADN génomique des souches étudiées a été extrait a I’aide du kit QITAamp DNA mini kit
(Qiagen, Courtaboeuf) a partir d’une culture de nuit dans Sml de BHI a 37°C. Un fragment de
691 pb a été amplifié par PCR avec les oligonucléotides intl1-LC9 (5’- CCA AGC TCT CGG
GTA ACA TC —3’) et ORF11R (5’-GCG GGA TCC AGG TAA CTT TGT TTT AGG GCG
ACT GCC CT -3") et 1 unité d’ADN polymérase fidéle Phusion™™ High-Fidelity (Finnzymes,
Finlande) selon les conditions d’amplification suivantes : 30 sec. de dénaturation a 98°C
suivis de 30 cycles de 5 sec. a 98°C, 10 sec. a 64°C et 30 sec. a 72°C et une extension finale

de 5 min. a 72°C.
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Les produits de PCR ont été analysés sur gel d’agarose, purifiés a I’aide du kit Wizard® SV
gel and PCR Clean Up System (Promega, Madison) et séquencés en utilisant

I’oligonucléotide intl1- LC9 a I’aide d’un automate ABI Prism 3310 (Applied Biosystems).

IV. Détermination des groupes phylogénétiques

Les quatres groupes phylogénétiques majeurs (A, B1, B2 et D) ont été déterminés pour toutes
les souches d’E.coli par la méthode basée sur une PCR triplex (Clermont, Bonacorsi et

Bingen, 2000).

V. Détermination de la force du nouveau variant de P2 identifié

La force relative du nouveau variant du promoteur P2 identifié¢ a été estimée dans une fusion
transcriptionnelle entre un fragment contenant a la fois Pc et P2 et un géne /acZ dépourvu de
promoteur cloné dans le vecteur rapporteur pSU38AtotlacZ déja décrit dans le premier travail
(Jové et al., 2010). Le plasmide pPcW-P2m3 a été construit a partir de pPcW-P2 par PCR
assemblage avec pour oligonucléotides internes P2mut3L (5’-ctg ttt ttt tgg ggT ACA ATC
TAt gece tcg gge ate caa g-3”) et P2Zmut3R (5’-ccc gag gca TAG ATT GTA ccc caa aaa aac agt
cat aac-3’). Le plasmide pPcW-P2m3 a été transformé dans la souche E.coli MC1061 pour
estimation de la force du nouveau variant de P2 par essais [-galactosidase, réalisés comme

précédemment (Jové et al., 2010). Cinq essais différents ont été effectués.
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Origine géographique des souches

Espagne

France

Total

Origine clinique des souches Volontaire sain | Clinique | Volontaire sain | Clinique
Réseau de cassettes de génes
aadA 0 4 2 4 10
aadB + aadAl + cmlAl 0 1 1 0 2
blaOXA-1 + aadAl 0 1 1 1 3
dfrdl 1 2 1 0 4
dfrAl+aadAl 0 3 6 10 19
dfr45 1 3 5 0 9
dfrA5 + ered2 0 2 0 0 2
dfrd7 1 1 0 0 2
dfrA12 + orfF + aadA2 0 1 0 2 3
dfrd12 + orfF + aadA2 + cmlA1 + aadAl::1S440 1 0 0 0 1
dfrd12 + orfF + aadA2 + cmlAl + aadAl + qacH :: 1S10 0 1 0 0 1
dfr412 + orfF + aadA2 + cmlA1 + aadAl + gacH ::1S440 0 2 0 0 2
dfr414 0 0 0 1 1
dfrAl5 + aadAl 0 1 0 0 1
dfrAl6+aadA2 1 1 0 1 3
dfr417 0 3 0 1 4
dfrA17 + aadAS 0 3 3 4 10
dfr425 0 0 0 1 1
dfrBl+ aadAll 0 0 0 1 1
estX + psp + aadA2 + cmlIA + aadAl + qacH ::1S440 0 2 0 0 2
estX + psp + aadA2+ cmlAA :1S1294 + aadAl + qacH ::1S440 1 0 0 0 1
Aucune cassette 0 1 0 1 2
Non déterminé 1 3 1 0 5
TOTAL 7 35 20 27 89
Tableau 9: Réseaux des cassettes de genes des IM 1 en fonction de I’origine géographique et clinique de la souche.
Le nombre d’IM 1 présentant chacun des réseaux est indiqué
Espagne (n=43) France (n=46)
Configuration Volontaires Cliniques Volontaires .
. —36 . Cliniques
Pc-P2 sains (n=36) sains (n=26) Total selon I’origine (%)
(n=7) (n=20)
Total |Nombre| % Nombre % | Nombre | % | Nombre | % | Espagne | France VOls(:ilg;Ires Clinique

PcW 40,4% 3 42,9 15 41,7 11 55 7 26,9 41,9 39,1 51,9 35,5

PcH1 33,7% 3 42,9 11 30,6 5 25 11 423 32,6 34,8 29,6 35,5
PcW + P2 16,9% - - 16,7 4* 20 5 19,2 14 19,6 14,8 17,7
PcWrgn-10 6,7% 1 14,3 3 8,3 - - 2 7,7 9,3 4,3 3,7 8,1

PcS 2,3% - - 2,7 - - 1 3,8 23 2,2 0 1,6

Tableau 10 : Prévalence des variants de Pc et de P2 parmi les 89 IM 1 détectés dans 86 souches d’E.coli isolées en France ou en Espagne

“ Dans un de ces quatre IM 1, la séquence de P2 est mutée et définit un nouveau variant nommé P2m3.




Résultats

1. Diversité des réseaux de cassettes de génes des IM 1

89 IM 1 ont été identifiés, trois souches hébergant 2 IM 1. Les 21 réseaux de cassettes
distincts qui ont pu étre identifiés chez 82 IM 1 sont décrits dans le tableau 9. De plus, 2 des 7
IM 1 restants n’avaient aucune cassette insérée, et pour les cinq autres, nous n’avons pas
réussi a identifier les cassettes. Les cassettes les plus fréquemment retrouvées sont les
cassettes dfi de résistance au triméthoprime et aadA de résistance a la streptomycine et
spectinomycine, comme cela a été décrit dans divers études épidémiologiques sur les
intégrons ((Iversen et al., 2003 ; Soufi et al., 2009)). La répartition est équivalente pour les
souches francaises et espagnoles. Cependant, des IM 1 avec 6 réseaux de cassettes n’ont été
retrouvés qu’en Espagne et tous présentent un géne tronqué (qacH ou cmlA) par une IS
(Tableau 9). Enfin, le réseau de cassettes dfrBl+aadA1l n’ayant jamais été décrit dans un

intégron, sa séquence a été déposée dans la GenBank (Numéro d’acces GQ900749).

2. Prévalence des variants des promoteurs Pc et P2

Quatre variants de Pc ont été retrouvés dans les 89 IM 1 de 1’étude (Tableau 10): PcW, PcHI,
PcWrgn-10 et PcS, les variants les plus faibles étant les plus prévalents : PcW (57,3%) et PcHI
(33,7%) et les variants plus efficaces plus rares : PcWrgn-10 (6,7%) et PcS (2,3%). Cependant,
presque un tiers des IM 1 ayant PcW présentaient aussi un P2 (PcW+P2, 16,9% des 89 IM1),
une situation dans laquelle le niveau de transcription des genes est plus élevée (Tableau 10).
En fait, plus le variant de Pc est efficace pour la transcription, moins il est fréquent dans notre

collection d’IM 1 d’ E.coli.
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Variants de Pc/P2 Groupes phylogénétiques

A B1 B2 D Total

PcW 16 (50%) 3 (27%) 9 (36%) 8 (38%) 36 (40%)

PcH1 6 (19%) 6 (55%) 8 (32%) 10 (48%) | 30 (34%)

PcW+P2 6 (19%) 0(0%) 6 (24%) 3 (14%) 15 (17%)
PcWign-10 3 (9%) 1 (9%) 2 (8%) 0 (0%) 6 (7%)
PcS 1 (3%) 1 (9%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (2%)

Total 32(100%) | 11(100%) | 25(100%) | 21(100%) | 89 (100%)

Tableau 11 : Prévalence des variants de Pc et de P2 parmi les 89 IM 1 en fonction de leur groupe phylogénétique.

Le nombre de séquences avec chaque variant est indiqué dans chaque cas, suivi du pourcentage de souches du méme groupe.

Réseau de cassettes de génes Occurence Nom(li)il;iﬁi tl:c/PZ PcW | PcH1 | PcW+P2 | PcWign.qo | PeS
aadB + aadAl + cmlAl 2 1 0 2 0 0 0
blaOXA-1 + aadAl 3 1 0 0 3? 0 0
dfirAl 4 1 4 0 0 0 0
dfirA5 9 1 9 0 0 0 0
dfirA7 2 1 0 0 0 0 0
dfirA12 + orfF + aadA2 3 1 0 0 0 3 0
dfirAl7 4 1 0 4 0 0 0
dfrAl7 + aadA5 10 1 0 10 0 0 0
aadA 10 2 0 1 9 0 0
dfirA5 + ereA2 2 2 1 1 0 0 0
dfiA12 + orfF + aadA2 + cmlIAl + aadAl + qacH ::1S440 2 2 0 0 0 1 1
dfirA16+aadA2 3 2 1 2 0 0 0
estX + psp + aadA2 + cmlA + aadAl + qacH ::1S440 2 2 1 1 0 0 0
dfirAl+aadAl 19 3 14 3 2 0 0
Aucune cassette 2 2 1 1 0 0 0
TOTAL 78

Tableau 12 : Distribution des variants de Pc/P2 pour les réseaux de cassettes identifiés plusieurs fois.

“ Dans un de ces trois IM 1, la séquence de P2 est mutée et définit un nouveau variant nommé P2m3.




3. Fréquence des variants de Pc et P2 selon ’origine de la souche

Les résultats présentés dans le tableau 10 indiquent une représentation similaire des variants
de Pc quelles que soient I’origine géographique de la souche ou le contexte clinique dont elle
est issue. Dans les deux cas, les variants sont d’autant plus prévalents qu’ils sont faibles. La
seule exception a cette régle concerne les souches frangaises d’origine clinique ou le variant
PcHI1 est plus représenté que PcW (Tableau 10). D’autre part, la distribution des variants de
Pc/P2 était similaire quel que soit le groupe phylogénétique des souches, excepté pour les
souches du groupe B pour lesquelles la proportion de variants PcH1 est plus inhabituellement

¢levée (Tableau 11).

4. Fréquence des variants de Pc/P2 selon le réseau de cassettes de génes

Au sein des 89 IM 1, parmi les 21 réseaux de cassettes clairements distincts caractérisés, 14
réseaux ont été trouvés chez plusieurs IM 1, de 2 a 19 fois (Tableau 12). Seulement 8 réseaux
étaient toujours associés a la méme combinaison de Pc/P2. Chacun des 6 autres peuvent étre
associés a deux combinaisons Pc/P2 différentes, voir méme trois dans un cas. De facon
intéressante, le réseau identifi¢ avec 3 formes Pc/P2 distinctes était aussi le plus fréquent. De
méme, les deux IM 1 dépourvus de cassettes présentaient des séquences de Pc distinctes

(Tableau 12).

5. Caractérisation d’une nouvelle forme de P2

Un des IM 1 caractérisés, qui héberge les cassettes blaOXA-1+aadAl et dont le variant de Pc
est PcW, présentait un promoteur P2 dont 1’élément -10 (TACAGT) était mutée en TACAAT.
Cette mutation est inédite et définit donc un nouveau variant de P2 nommé ici P2m3. Comme
P2m3 est plus conservé que P2 par rapport a la séquence consensus des promoteurs 6, il est

possible qu’il soit aussi plus efficace.
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Figure 17: Efficacité du variant du promoteur P2 identifié dans ce travail.

L’activité de la région promotrice Pc-P2 a été mesurée par essais B-galactosidase a partir de fusions transcriptionnelles entre un
fragment incluant Pc et P2 et le gene lacZ dépourvu de promoteur. Les barres d erreurs indiquent les écarts type d’au moins cing

essais indépendants pour chaque plasmide.



Pour vérifier cette hypothése, nous avons mesuré les activités f-galactosidases obtenues a
partir de fusions transcriptionnelles entre la région promotrice PcW-P2 (ou PcW-P2m3) et
un géne lacZ dépourvu de promoteur. Comme le montre la figure 17, P2m3 est effectivement
deux fois plus efficace que P2 et permet un niveau de transcription des geénes de cassettes

similaire a celui obtenu a partir du variant fort PcWrgn-10.
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Partie n° 3

Interférences entre I’expression des cassettes et I'’expression

de I'intégrase chez les intégrons de classe 1



Les résultats présentés dans le premier travail décrivaient I’influence du polymorphisme de Pc
sur Pactivité de ’intégrase Intll. Les travaux préliminaires de cette 3°™ partie s’attachent a
déterminer si ce polymorphisme influence également le niveau d’expression de 1’intégrase. En
effet, comme Pc est situé dans la séquence codante du gene de I’intégrase, il fait face au
promoteur Pintll responsable de I’expression du geéne int/l. Dans cette configuration, les
molécules d’ARN synthétisées depuis les deux promoteurs se chevauchent en partie, une
situation propice a des régulations connues sous le nom d’ARN antisens régulateurs en cis.
De plus, les trafics simultanés d’ARN polymérases issues des deux promoteurs peuvent
interférer au détriment de I’expression d’un des deux geénes. D’autre part, nous savons que
I’expression de l'intégrase, sous le controle d’un répresseur LexA, est induite par la réponse
SOS. Notre premier objectif était donc de déterminer si les promoteurs Pc et Pintl1 faisaient
I’objet de régulations mutuelles et ceci pour chaque variant de Pc. Nous avons également
étudié I’influence du promoteur P2 sur I’activité du promoteur de I’intégrase Pintl1 ; en effet,
I’¢lément -10 de P2 chevauche a la fois Pintll et le site de liaison de LexA. Les résultats
présentés ici font partie de mon travail de thése mais aussi de celui d’Emilie Guérin,

doctorante dans le laboratoire.
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Souches de Escherichia coli | Description/ Caractéristiques Références
DH5a (F) endA1 supE44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80 A lacZAM15 A(lacZYA- Collection du
argF)U169, hsdR17(ry” my'), A~ laboratoire
MG1656 K12 sauvage délétée du gene lacZ Espeli, Moulin et
Boccard, 2001
MG1656ALexA MG1656 délétée du géne lexA Guerin et al., 2009
Tableau 13: Souches bactériennes utilisées lors de ce travail.
Référence Plasmide Description
Ploy et al. 1998 pAT674 Fragment BamHI de 6.5 kb de I’intégron In40 cloné dans pBGS18 ; héberge un IM 1 dont le variant de Pc est PcS.
Collis et Hall, 1995 PRMH&21 Dérivé du plasmide R388 dont le variant de Pc a été changé en PcW
Jové et al., 2010 pSU38AtotlacZ | Vecteur portant la séquence codante du géne lacZ sans promoteur ni signal d’initiation de traduction; [KmR]
Toute la région att/1 d’In40 (138 pb) amplifi¢e avec les oligonucléotides Pintl et Pint2 clonée dans le plasmide
Guerin et al., 2009 pPintl1
pSU38AtotlacZ
pPintl1 muté avec les oligonucléotides PintllmutL et PintIImutR de fagon a inactiver le promoteur PintI1
Ce travail pPintI1mut
(élément -10 TAGACT muté en cgGACg).
pPintl1 muté avec les oligonucléotides LexAmut2L et LexAmut2R de fagon a inactiver le site de liaison de LexA
Ce travail pPintI1*
(CTGTACAAAAAAACAG en agtTACAAAAAAACAG)
Ce travail pPintI1P2 pPintl1 muté avec les oligonucléotides P2mutL et P2mutR de fagon a créer le promoteur P2 (insertion de 3G)
Ce travail pPintI1P2m pPintl1P2 muté avec les oligonucléotides P2-12GL et P2-12GR de fagon a inactiver le promoteur P2
Toute la région artl] + 150 bases d’int/] (amplifié¢ avec les oligonucléotides int4bBamHI et DORF11EcoRI)
Ce travail pPintl1PcW
de pPRMHS821 clonée dans pSU38AtotlacZ.
Ce travail pPintIImutPcW | pPintl1PcW dont le promoteur Pintl1 est inactivé (oligonucléotides PintlmutL et PintlmutR)
Ce travail pPintI 1 PcW" Dérivé de pPintlIPcW dans lequel I’opérateur LexA est muté (oligonucléotides LexAmut2L et LexAMut2R)
Ce travail pPintllmutPcW" | Dérivé de pPintI1PcW" dans lequel Pintl1 est inactivé (oligonucléotides PintImutL et PintImutR)
Toute la région art// (138 pb) d’In40 (amplifiée avec les oligonucléotides int4b et DORF11) clonée dans
Jové et al., 2010 pPcS
le plasmide pSU38AtotlacZ
Ce travail pPCSL Dérivé de pPcS dans lequel I’opérateur LexA est muté (oligonucléotides LexAmut2L et LexAMut2R)
Toute la région attl1 (138 pb) de pPRMHS821 (amplifiée avec les oligonucléotides int4b et DORF11) clonée dans le
Jové et al., 2010 pPcW
plasmide pSU38AtotlacZ
Ce travail pPcW L Dérivé de pPcW dans lequel ’opérateur LexA est muté (oligonucléotides LexAmut2L et LexAMut2R)
Ce travail pPcWh* Dérivé de pPcW" dans lequel Pintl1 est inactivé (PintllmutL et PintllmutR)

Tableau 14 : Plasmides utilisés lors de ce travail




Matériels et Méthodes

I. Souches bactériennes et plasmides

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont décrites dans le tableau 13. Les
souches d’E.coli ont été cultivées en milieu BHI (Brain-Heart Infusion) a 37°C et les
antibiotiques utilisés aux concentrations suivantes: Ampicilline (Amp), 100 ug/ml;
Kanamycine (Kan), 25 ug/ml. Le X-gal a ét¢ utilis¢ a une concentration finale de 40 ug/ml.

Les plasmides utilisés dans cette étude sont décrits dans le tableau 14. Les extractions d’ADN
plasmidique ont été réalisées a 1’aide du kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification

System (Promega, Madison).

II. Plasmides et techniques de biologie moléculaire

A. Techniques de base

Les digestions enzymatiques ont été effectuées avec les enzymes EcoRI et BamHI (de New
England Biolabs, Hitchin ou Invitrogen, Cergy-Pontoise) conformément aux indications du
fournisseur. La T4 DNA ligase est fournie par Promega, les polymérases Taq par New
England Biolabs et la Phusion™ par Finnzymes. Les oligonucléotides utilisés dans ce travail,
listés dans le tableau 15, ont été synthétisés par Sigma-Aldrich.

B. Réactions d’amplification par PCR

La synthése des fragments de PCR destinés a étre clonés a été réalisée a 1’aide de la Tag
polymérase (NEB) ou la Phusion™ (Finnzymes, Finlande) lorsqu’une haute fidélité était
requise. Les réactions ont été effectuées selon les recommandations du fournisseur dans les

conditions d’amplification suivantes :
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Oligonucléotides Séquence (5°->3°) Localisation
GSP1 ATTCTCCGTGGAACAAACG pSU38AtotlacZ
GSP2 TTACGTTGGTGTAGATGGGC pSU38AtotlacZ
GSP3 TGCATCTGCCAGTTTGAGG pSU38AtotlacZ
Int4b CCGGAATTCACACCGTGGAAACGGATGAAG intl1

Int4bBamHI CGCGGATCCACACCGTGGAAACGGATGAAGG intl1
DORF11 CGCGGATCCATCGTTGCTGCTCCATAACA attl1
DORF11EcoRl |CCGGAATTCATCGTTGCTGCTCCATAACA attl1
LexAmut2LL TGTACAAAAAAAACTTCATAACAAGCCATG attl]
LexAmut2R GGCTTGTTATGAAGTTTTTTTTGTACAGTCTATG attl]
Pintl CCGGAATTCCTTTGTTTTAGGGCGACTG attl]
Pint2 GCGGGATCCATGGCTTGTTATGACTGTT attl]
Pintl1MutL GTTTTTTTGTACAGTCCGTGCCTCGGGCATCCAAGC attll (Pintl1)
Pintl1MutR GGATGCCCGAGGCACGGACTGTACAAAAAAACAGTC attl] (Pintl1)
P2mutL ATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAG attll (P2)
P2mutR ATGCCCGAGGCATAGACTGTACCCCAAAAAAACAGTCATAACAA attll (P2)
P2-12GL CTGTTTTTTTGGGGGACAGTCTATGCCTCGGGCAT attll (P2)
P2-12GR CCCGAGGCATAGACTGTCCCCCAAAAAAACAGTCA attll (P2)

Tableau 15: Oligonucléotides utilisés dans ce travail.

Les bases des élements -10 des promoteurs sont soulignées, celles mutées sont en gras.




- Avec la Taq polymérase : 2 min. a 95°C, suivi de 30 cycles de 30s a 95°C, 30s. a
une température dépendant du Tm, le plus souvent 55°C ou 52°C et 30s a 2 min. a
72°C selon la taille du fragment attendue ; puis 10 min. a 72°C

- A la Phusion™ : 2 min. a 95°C, suivi de 30 cycles de 15s a 95°C, 15s. a 68°C
15s a 72°C; puis 10 min. a 72°C

Les mutations des séquences d’intéréts (promoteurs, opérateur LexA) ont été réalisées par

PCR assemblage, a 1’aide d’oligonucléotides internes qui se chevauchent et portent la

mutation désirée, et d’oligonucléotides externes permettant d’amplifier le fragment

contenant la mutation.

C. Constructions des fusions transcriptionnelles
Les plasmides pPintll, pPcW, pPcS et leurs dérivés ont été construits en clonant aux sites
EcoRI-BamHI de pSU38AtotlacZ (Jové et al., 2010) un produit de PCR de 144 pb (pPintI1 et
dérivés) ou 258 pb (pPcW, pPcS et leurs dérivés) amplifié a partir du plasmide pAT674 ou
pRMHS821, qui hébergent un IM 1 dont le variant de Pc est PcS ou PcW, respectivement
(Collis et Hall, 1995 ; Ploy, Courvalin et Lambert, 1998). Tous les plasmides obtenus sont
listés dans le tableau 14. Tous les fragments clonés ont été vérifiés par séquencage.

D. Expériences de S’RACE

e FExtraction des ARN totaux

L’ARN total a été extrait a I’aide du kit Fast RNA Problue (MP Biomedicals, Illkirch,
France) avec I’appareil FastPrep (MP Biomedicals). Le culot d’ARN a été repris dans de I’eau
traitée au DEPC. Les ADN contaminants ont été éliminés via deux traitements successifs a la

DNase a I’aide du kit DNA-free (Ambion, Courtaboeuf) et leur absence vérifiée par PCR.
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........................................................ » Transcrit naissant
5!
3
1 Transcription
GSP1
5, @rrrassessssssssEEEEEEEEEsssssssssssEEEEEEEERRRnnnnnnES _ ARNM
1 Reverse transcription
¥ o N ° ADNc
1 Extension en 3’ de ’ADNc
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37

GSP2
1 Amplification de ’ADNc

Figure 18: Principe de la 5’ Rapid Amplification of cDNA Ends (5’RACE).

La région ADN qui suit le promoteur est indiquée sous sa forme double brin par des traits noirs;
[’ARN polymérase cellulaire synthétise des ARN (trait violet) a partir du (+1) de transcription
(fleche cassée). L’ARN d’intérét est converti en ADN complémentaire (ADNc, trait vert) a [’aide
d’une amorce « GSPI » spécifique. Pendant cette étape, un traitement enzymatique détruit les
ARN restants. Les ADNc sont étendus en 3’ par une série de C (en rouge) qui servent ensuite
d’ancrage pour I’'amorce AAP fournie dans le kit: la molécule d’ADNc peut donc étre amplifiée
avec l’'amorce AAP (en bleue) et [’amorce GSP2 (en marron). La molécule matrice étant simple
brin, GSP2 ne se fixe qu’apres synthese des premieres molécules ADN issues de [’amorce AAP.
La position exacte du +1 de transcription (flechée en rouge) peut étre déterminée par séquencage

du produit de PCR issu de cette amplification.



L’intégrité des ARN extraits a été controlée sur gel 0,8%, leur quantité et leur pureté évaluées

par dosage spectrophotométrique a 260 puis 280 nm.

* Principe général de la 5 'Rapid Amplification of cDNA Ends (5°’RACE)

Cette technique permet d’identifier le site (+1) d’initiation de transcription d’un promoteur
via le séquencage de I’extrémité 5° de ’ARNm correspondant. L’ ADNc synthétisé a partir de
ce transcrit se termine donc en 3’ par le (+1) de transcription (Figure 18). L’ajout en 3’ de cet
ADNCc d’une série de bases C permet de I’amplifier et de le séquencer, le (+1) de transcription

étant la base qui précéde immédiatement la série de 20 C dans la molécule.

* Protocole de 5 'Rapid Amplification of cDNA Ends (5’RACE)

Nous avons utilisé le kit 5’RACE System version 2.0 d’Invitrogen (Cergy-Pontoise, France).
La synthése de I’ADNCc spécifique de Pintl1 a été réalisée selon les conditions du fournisseur,
avec I’amorce GSP1 et a partir de ’ARNm de la souche MG1656AlexA transformée avec
pPintll. L’absence d’ADN plasmidique et la présence d’ADNc ont été vérifiées par PCR.
L’ADNc a été purifié et étendu en 3’ dans les conditions du fournisseur, puis amplifié¢ avec
les oligonucléotides AAP (qui s’hybride sur le polyC) et GSP2. Le produit a été identifié sur
gel d’agarose a 1,6% puis cloné dans un vecteur pGem®T-Easy selon les conditions du

fournisseur (Promega, Madison).

* Séquencage des clones

Les clones recombinants ont été séquencés par la méthode dite de Sanger a partir de 6ul
d’ADN plasmidique, 4ul de 1’oligonucléotide GSP3 a 1uM, 2ul de tampon 5x et 3ul de
mélange BigDye® (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) qui contient les
désoxyribonucléotides triphosphate (AINTP), la polymérase et les terminateurs (ddNTP). Nous

avons utilisé¢ un automate ABI Prism 3310 (Applied Biosystems).
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D. Essais -galactosidase

Chaque fusion transcriptionnelle a été transformée dans la souche E. coli MG1656 pour les
mesures d’activités de 1’enzyme [-galactosidase. Les essais ont été effectués selon la
technique décrite par Miller (Miller, 1992) selon le protocole précédemment décrit dans le
premier travail (Jové et al., 2010). Les expériences ont été réalisées au moins 5 fois pour

chaque souche.
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Figure 19 : Caractérisation du promoteur Pintll du gene de [’intégrase des IM 1

A. Séquence du promoteur Pintll. La structure de la 5°CS des IM 1 est rappelée et la séquence de
la partie d’attl]l contenant Pintll est détaillée. Le (+1) de transcription de Pintll identifié par
5’RACE est écrit en majuscules vertes, ainsi que les éléments -35 et -10 qui en ont été deéduits. Le
codon START du gene intll est écrit en majuscules marrons. La séquence du site de liaison de la
protéine LexA est encadrée en rouge.

B. Activité du promoteur Pintll. L’activité du promoteur Pintll a été mesurée par des essais [>-
galactosidase a partir de fusions transcriptionnelles entre l’intégralité du site attll et un gene
lacZ dépourvu de promoteur. L’élément -10 potentiel est muté dans la construction pPintlImut.
Les barres d’erreurs indiquent les écarts type d’au moins cing essais indépendants pour chaque

plasmide.



Résultats

1. Caractérisation du promoteur Pintl1

Au début de ce travail, aucun promoteur d’intégrase d’intégron n’avait été caractérisé. Pour
localiser le promoteur Pintl1 des IM 1, nous avons cloné toute la région att/] dans le sens du
geéne intll en fusion transcriptionnelle avec le geéne /acZ; le plasmide obtenu pPintll a
permis, a 1’aide d’essais P-galactosidase, de mesurer une activité transcriptionnelle faible
mais significativement différente du bruit de fond détecté en absence d’insert. Le (+1) de
transcription du promoteur responsable de cette activité a été déterminé par des expériences
de 5’RACE a partir du plasmide pPintll. Les premiers essais ayant échoué, le plasmide
pPintll a été transformé dans une souche MG1656AlexA, dont le geéne lexA est délété, de
fagon a augmenter 1’expression du gene int/1, la répression par LexA étant levée. Nous avons
alors obtenu un seul produit de 5> RACE de 350 pb qui a été cloné dans le vecteur pGem®T-
Easy. Les séquences de plusieurs clones recombinants ont montré que des transcrits naissaient
au niveau d’une base adénine (A) distante de 22 pb du codon START d’int/l (Figure 19A).
Cette position de (+1) est compatible avec un hexamere situ¢ 5 pb en amont et communément
considéré comme 1’¢lément -10 de Pintll : TAGACT, les bases conservées par rapport au
consensus des promoteurs de o’ étant soulignées (Martinez et de la Cruz, 1990 ; Naas et al.,
2001).

Pour confirmer le role de cette séquence dans la transcription d’int/l, ces bases ont été
mutées. Les mutations choisies inactivent aussi le site de fixation du répresseur LexA ; ainsi,
I’activité de Pintl1, si elle a lieu, n’est pas réprimée. L absence d’activité 3-galactosidase avec
ce plasmide recombinant pPintllmut confirme le role d’¢lément -10 pour cette séquence

(Figure 19B).
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Promoteur Elément -35 | Espaceur (pb) | Elément -10 Référence ou numéro d’acceés
Consensus ¢ TTGACA 17 TATAAT Hawley et McClure, 1983
Variant de PintI1
PintI1 TTGCTG 17 TAGACT Guerin et al., 2009
Pintllml (muté 1) | TTGCTG 17 TATGAC | FM897214, AM988778 , Walsh et al., 2003
Pintllm2 (muté 2) | TTGCTG 17 TAACTG AJ628983
Pintllm3 (muté 3) | TTAGCT 19 TAGACT (Zolg et Hanggi, 1981)

Tableau 16: Polymorphisme du promoteur Pintll.
La séquence consensus des promoteurs o' est rappelée dans la premiére ligne.

Les bases qui difféerent du Pintll non muté sont soulignées.



En outre, cette séquence est située 17 pb en aval d’une séquence d’un élément -35 potentiel
(TTGCTG).
Ces résultats suggerent fortement que la transcription du géne int// est sous le controle d’un

unique promoteur Pintl1 que nous avons caractérisé et de séquence :TTGCTG-N;7-TAGACT.

2. Polymorphisme du promoteur Pintl1

L’analyse de I’ensemble des séquences de IM 1 disponibles dans les banques de données
nucléotidiques menée dans le cadre du premier travail nous a permis de repérer de nouvelles
versions de Pintl1 : 3 IM 1 distincts présentent en effet une insertion d’une base T au sein de
I’¢lément -10 (tableau 16) (Numéro d’accés GenBank : FM897214, AM988778, (Walsh et
al., 2003)).

Cette mutation conserve le site de liaison du répresseur LexA de Pintl1 et ne devrait donc a
priori pas modifier ’expression d’int/]/ dans les conditions de croissance habituelles. Elle
convertit néanmoins 1’élément -10 de Pintll en un élément potentiellement moins efficace
pour initier la transcription notamment en raison de la perte en dernicre position de I’élément
-10 d’un T trés conservé au sein des promoteurs a 6. Deux autres séquences avec des Pintl1
mutés existent dans les bases de données, mais qui n’apparaissent qu’une seule fois chacune,
laissant penser qu’il pourrait s’agir d’erreur de séquences (tableau 16) (Numéro d’acces

GenBank : V00252 et AJ628983) ; c’est pourquoi nous ne les discutons pas ici.
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pPintl1 ggcgtaacgcgcTT&TgcttggatgcccgaggcaTAdTgtacAaaaaaaca}cataaacaagccATG
-35 -10 (+1)
(=== - -
pPintl1P2 ggcgtaacgcgc;‘_'r_GQ_T_Gcttggatgcccgaggca:r_bs_qc_'rgtaccccAaaaaaacagk:cataaacaagccATG

pPintl1P2m ggcgtaacgcgc'I"I‘GCTGcttggatgcccgaggcaTAGA'ETgthCCcAaaaaaacagl:cataaacaagccATG
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Figure 20 : Influence du promoteur P2 sur la séquence et l’activité du promoteur Pintl]

A. Séquences du promoteur Pintll selon le variant de P2. Les éléments -35, -10 et le (+1) de
transcription du promoteur Pintll sont écrits en majuscules vertes, le codon START du gene intll
en majuscules marrons. La séquence du site de liaison de la protéine LexA est indiquée par un
cadre rouge, qui est en pointillé lorsque le site est détruit. Les bases qui sont insérées par rapport
a la séquence de référence (« pPintll ») sont écrites en bleues, les substitutions en rose.

B. Activité du promoteur Pintll selon le variant de P2. L’activité du promoteur Pintll a été
mesurée par des essais [-galactosidase a partir de fusions transcriptionnelles entre l’intégralité
du site attll et un gene lacZ dépourvu de promoteur. Le promoteur P2 est actif dans pPintl1P2,
inactivé dans pPintI2P2m. La construction pPintllL dérive de pPintll par [’inactivation de
["opérateur LexA. Les barres d’erreurs indiquent les écarts type d’au moins cing essais

indépendants pour chaque plasmide.



3. Influence de P’activité du promoteur P2 sur I’expression du gene intl1

Dans le premier travail, nous avons montré que dans pres de 10% des IM 1, il existe dans la
région attll, un promoteur P2 qui participe a la transcription des génes de cassettes. Dans ce
cas, 1’¢lément -10 de P2 chevauche totalement celui du promoteur Pintll (Figure 20A). Ces
IM 1 n’ont a priori plus de site de liaison fonctionnel pour le répresseur LexA, en raison d’un
espacement trop élevé (13 pb au lieu de 10) entre les triplets terminaux CTG et CAG.

En principe, une altération du site de liaison de LexA induit I’activité¢ de Pintll, comme il a
¢té montré récemment (Guerin et al., 2009). Pourtant, lorsque P2 est présent, nous n’avons
mesuré aucune activité f-galactosidase significative (Figure 20B) avec le plasmide pPint1P2.
L’inactivation de P2 dans pPintl1P2m restaure un niveau d’expression comparable a celui
mesuré avec le plasmide pPintI1" dans lequel le site LexA est inactivé (Figure 20B).

Ces résultats suggerent que, méme s’il empéche la protéine LexA de réprimer le promoteur
Pintl1, le promoteur P2 actif perturbe 1’expression du geéne de I’intégrase a partir du

promoteur PintI1.
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Figure 21: Influence du promoteur Pc sur [’activité du promoteur Pintl1

A. Représentation schématique de la fusion traductionnelle utilisée pour étudier l’influence de Pc sur Pintll. Une partie de la séquence du fragment cloné est
détaillée (dans le cas de pPintlIPcW). Les éléements -35, -10 et les sites d’initiation de transcription des promoteurs sont écrits en gras majuscules (en vert
pour Pintl1, en bleu pour Pc). Le codon d’initiation d’intl1 est écrit en majuscule et le site de liaison du répresseur LexA encadré en rouge. N: A, C, Gou T.
B. Activité du promoteur Pintll selon la séquence de Pc ou du site de liaison du répresseur LexA. L’activité du promoteur Pintll a été mesurée par des essais

[-galactosidase a partir de la fusion traductionnelle représentée en A ou des dérivées.. Les barres d’erreurs indiquent les écarts type d’au moins cing essais
indépendants pour chaque plasmide.



4. Interférence entre I’activité des promoteurs Pc et Pintl1

L’arrangement en vis-a-vis des promoteurs Pc et Pintl1 nous a conduit a déterminer si leurs

activités interférent.

v Influence de ’activité de Pc sur I’expression de 1’intégrase

Pour étudier 1’éventuelle influence de la présence du promoteur Pc sur I’activité du promoteur
Pintl1, le niveau d’expression d’int/1 a été évalué par des essais B-galactosidase a partir d’une
fusion traductionnelle qui inclut les 50 premiers codons du gene int/l, de fagon a inclure le
promoteur Pc (Figure 21A). Nous avons choisi de travailler d’abord avec le variant PcW car,
d’aprés nos résultats précédents, c’est le plus courant au sein des IM 1. Avec le plasmide
obtenu, pPintI1PcW, I’activité -galactosidase sous le contrdle de Pintll était trés faible, a
peine distinct du bruit de fond du vecteur sans insert ou d’un plasmide dérivé dans lequel
Pintl1 est muté (Figure 21B, pPintllmutPcW), et inférieure a 1’activité¢ de base de Pintll
quand il est réprimé par LexA (pPintl1, Figure 20). Lorsque I’activité du promoteur PintI1 est
constitutive via la mutation de 1’opérateur de LexA (Figure 21A), il y a une augmentation de
I’activité du promoteur PintI] méme en présence de PcW (Figure 21B, pPintI1PcW") qui est
perdue si Pintll est inactif (Figure 21B, pPintllmutPcW"). Cependant, I’activité p——
galactosidase controlée par Pintll est moins forte qu’en I’absence de PcW (Figure 20B,
pPintI1").

Ces résultats suggerent que le promoteur PcW n’empéche pas I’induction de I’expression

d’intl] par la réponse SOS mais diminue le niveau d’expression a partir de Pintl1.
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Figure 22: Influence du promoteur Pintll sur [’activité du promoteur PcW

A.Représentation schématique de la fusion transcriptionnelle utilisée pour étudier [’influence de Pc sur Pintll. Une partie de la séquence du fragment cloné
est détaillée (dans le cas de pPcW). Les éléments -35, -10 et les sites d’initiation de transcription des promoteurs sont écrits en gras majuscules (en vert pour
Pintll, en bleu pour Pc). Le codon d’initiation d’intl] est écrit en majuscule, celui utilisé pour initier la traduction de lacZ en rose, et le site de liaison du
répresseur LexA est encadré en rouge. N: A, C, Gou T.

B.Activité du promoteur Pintll selon la séquence de Pc ou du site de liaison du répresseur LexA. L’activité du promoteur Pintll a été mesurée par des essais
B-galactosidase a partir de la fusion traductionnelle représentée en A ou des dérivées. Les barres d’erreurs indiquent les écarts type d’au moins cing essais
indépendants pour chaque plasmide.



v Influence de I’activité de Pintl1 sur I’expression des cassettes

L’incidence de I’activité du promoteur Pintll sur la force du promoteur Pc a été déterminée
avec des fusions transcriptionnelles Pc-lacZ similaires a celles utilisées dans le premier travail
(Figure 22A). Nous avons étudi¢ I’influence de deux variants de Pc, I'un fort PcS et 1’autre
faible PcW. Lorsque PintI1 est réprimé par LexA, PcS est 20 fois plus fort que PcW (pPcS Vs
pPcW) (Figure 22B). La mutation de I’opérateur de LexA, qui induit le promoteur Pintl1, n’a
aucun effet mesurable dans nos conditions, sur activité de PcS (Figure 22B, pPcS") mais
réduit de moitié celle de PcW (Figure 22B, pPcWb). Cette inhibition est supprimée lorsque le
promoteur PintIl est inactivé (Figure 22B, pPcW"™*) indiquant qu’elle n’était due qu’a ce
promoteur.

Ces résultats montrent que I’interférence entre Pc et Pintl1 est fonction du variant (et donc de
la force) de Pc ; ainsi, I’induction de 1’activité de PintI1 réduit celle de Pc seulement s’il s’agit
du variant faible PcW, le variant fort PcS y étant insensible. L activité de Pintl1 est quant a
elle aussi diminuée par la présence de PcW. Les constructions testant I’influence de PcS sur
Pintl1 sont en cours ; il est probable que cette diminution soit plus prononcée qu’avec le
variant faible PcW.

D’autre part, nous avons montré que le promoteur P2 quand il est présent interfere
aussi avec Pintll inhibant complétement son activité alors que 1’expression de 1’intégrase
devrait étre constitutive, le site de fixation de LexA étant modifié.

L’ensemble de ces résultats montrent que, chez les IM 1, I’expression du géne de 1’intégrase

et des génes de cassettes sont inversement liées et dépendent du variant de Pc.
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Partie n° 4

Expression des génes de cassettes et de I'intégrase des

intégrons de classe 2



Pc2D Pc2A Pc2B Pc2C
STOP — > 2

. A

intl2 attl2
Pinti2
B.
-35 Pc2D -10
cataaaacgctccttgtcTTGC tgtctgcctatacagkecTATTCTagctgggatttaaaaaagtgecctgectgtttttacg
GTAttttgchGGAAcagaacgti-a-iagaggga;aLg;gggaTAAGATcgaccctaaattttttcACGGAngacaaaaatgc
210 : Pintl2 -35
- Pc2A 10

cctagagatgcttgtttaccggtagagTTTTAAtttaatgctaaataaatTAAAATgttatgagttctttgggtgagataatgtyg
ggatctctacgaacaaatggccatctcaaaattaaattacgatttatttaattttacaatactcaagaaacccactctattacac

-35 -10
s Pc2B —
catcgtgcaagcaggatagacggcatgcacgatttgtaataacagagtgtcTTGTATttttaaagaaagtctaTTTAATacaagt

gtagcacgttcgtcctatctgecgtacgtgctaaacattattgtctcacagaacataaaaatttcectttcagataaattatgttcea

-35 -10
R Pc2C R
gattatattaattacggtaagcatcagcggGTGACAaaacgagcatgcttactaaTAAAATg

ctaatataattaatgccattcgtagtcgeccactgttttgectcgtacgaatgattattttac

Figure 23: Structure des intégrons de classe 2

A. Représentation schématique d’un intégron de classe 2 (IM 2). Le gene intl2 (rectangle
marron) est le plus souvent interrompu par un codon STOP précoce (étoile). La région attl2 (en
violet) est suivie d’un nombre variable de cassettes de genes, dont une est représentée ici en
mauve (le gene sous forme de rectangle, le site attC d’un triangle). Les promoteurs Pc2 et Pintl2
putatifs de la littérature sont représentés par des fleches cassées. Le sens de transcription des
genes est indiqué par une fleche.

B. Détail de la séquence de la région attl2. Les séquences des élements -35 et -10 des promoteurs
Pc2 et Pintl représentés en A sont écrites en majuscule et en gras, celle de [’élement -10 de Pc2B’
est doublement soulignée. La séquence RBS putative et le codon START d’intl2 sont écrits en
majuscule et en gras, le site de fixation potentiel de [’opérateur LexA est encadré en rouge.

Sequence tirée du fichier GenBank numéro d’acces AJ001816 (Tn7)



Nos études sur les interactions entre expression des cassettes et de I’intégrase chez les IM 1
nous ont conduit & considérer la situation des IM de classe 2, la seconde classe la plus
prévalente de IM au sein des isolats cliniques. Les IM 2 ont la particularité d’avoir un géne
intl2 interrompu par un codon STOP rendant I’intégrase non fonctionnelle (Hansson et al.,
2002). Probablement en cette raison, le réseau des cassettes est trés stable chez les IM 2,
méme si des IM 2 avec des réseaux de cassettes plus variés ont été décrits ces dernicres
années. Le promoteur Pc des IM 2 n’a pas été caractérisé. Une étude suggere toutefois qu’il
est situé¢ dans la région att/ et non dans le géne int/ comme c’est le cas chez les IM 1 et 3. En
effet, la présence de la région attI2 suffit pour que les génes de cassettes de I'IM 2 de Tn7
soient exprimés (Hansson et al., 2002). Quatre promoteurs Pc putatifs situés dans a#t/2 ont été
proposés dans la littérature (Hansson et al., 2002 ; Simonsen, Chen et Levinson, 1983) ; ils
sont nommés ici Pc2A a Pc2D, leurs positions et leurs séquences sont précisées dans la figure
23. Le promoteur Pintl2 du geéne int/2 n’a pas été caractérisé non plus mais une séquence a été
proposée pour ce promoteur (Fichier GenBank L10818). Dans ce travail, nous avons identifi¢
précisément le promoteur du geéne de I’intégrase des IM 2 et mis en évidence la coexistence
dans attl? de deux promoteurs constitutifs qui contribuent a 1’expression des cassettes de
genes des IM 2 ; de plus, nous avons montré que le site de fixation potentiel de LexA des IM

2 n’est pas fonctionnel.
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Références

Souches bactériennes

Description/ Caractéristiques

Collection du laboratoire

E.coli DH5a

(F) endA1 supE44 thi-1 recAl relAl gyrd96 deoR nupG @80 AlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(ry my'), \—

Collection du laboratoire

E.coli MC1061

hsdR2 hsdM hsdS araD139 A(ara-leu)7697A(lac)X74 galE15 galK16 rpsL (Str) mcrA mcrBl

Gassama Sow et al., 2008

S. sonnei Dak 0898-14

Souche isolée au Sénégal dont le chromosome héberge un intégron de classe 2

Références Plasmides Description
Jové et al., 2010 pSU38AtotlacZ Vecteur portant la séquence codante du géne lacZ sans promoteur ni signal d’initiation de traduction; [KmR]
Produit de PCR Pint2L x Pint2R PCR a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPintI2
pSU38AtotlacZ. Contient toute la région att/2 (310 pb)
pPintI2 muté avec les oligonucléotides PintI2mutL et PintI2mutR pour inactiver PintI2
Ce travail pPintI2-2
(élément -10 TAGAAT muté en cgGAcg).
Produit de PCR Pint2Lbis x Pint2R amplifi¢ a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPint[2-3 )
pSU38AtotlacZ. Contient les 97 pb en amont du géne intl/2
Ce travail pPintl2-4 pPint]2 muté avec les oligonucléotides C2-LexAmut2L et C2-LexAMut2R
pour inactiver I’opérateur putatif de LexA
Produit de PCR Pc2L x Pc2R amplifié a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPc2 ) )
pSU38AtotlacZ. Contient toute la région att/2 et le début du géne dfirdl.
Produit de PCR Pc2IntI2L x Pc2R amplifi¢ a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPc2-2 ) ) )
pSU38AtotlacZ. Contient toute la région att/2, une partie du geéne intl/ et le début du gene dfird1.
Produit de PCR Pc2IntI2L x Pc2DR amplifi¢ a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPc2-3 ) o )
pSU38AtotlacZ. Contient un fragment de a##/2 limité au Pc2D et une partie du géne int/2
Produit de PCR Pc2AL x Pc2AR amplifié a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail Pc2A )
p pSU38AtotlacZ. Promoteur Pc2A cloné isolément
Produit de PCR Pc2BL x Pc2BR amplifié a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail Pc2B )
p pSU38AtotlacZ. Promoteur Pc2B cloné isolément
Ce travail ch2 Amut pPc2A muté avec les oligonucléotides Pc2AmutL et Pc2AmutR de fagon a inactiver Pc2A
Ce travail pPc2Bmut pPc2B muté avec les oligonucléotides Pc2BmutL et Pc2BmutR de fagon a inactiver Pc2B
Ce travail ch2B-Pc2B’mut pPc2B muté avec les oligonucléotides Pc2Bmut2L et Pc2Bmut2R de fagon a inactiver Pc2B’
Ce travail ch2-P02 Amut pPc2 muté avec les oligonucléotides Pc2AmutL et Pc2AmutR de fagon a inactiver Pc2A
Ce travail pPc2-Pc2B’mut pPc2 muté avec les oligonucléotides Pc2Bmut2L et Pc2Bmut2R de fagon a inactiver Pc2B’
pPc2-Pc2Amut muté avec les oligonucléotides Pc2BmutL et Pc2BmutR
Ce travail pPc2-Pc2AmutPc2B’mut
de fagon a inactiver Pc2A et Pc2B’ concomitamment
pPc2 muté avec les oligonucléotides Pc2Amut2L/Pc2Amut2R et Pc2B’mut2L/Pc2B’mut2R
Ce travail pPc2-Pc2Av2Pc2B’v2
de fagon a créer le deuxiéme variant de Pc2A et de Pc2B’
c " pPc2AV2 pPc2A muté avec les oligonucléotides Pc2Amut2L et Pc2Amut2R
e travai
de fagon a créer le deuxiéme variant de Pc2A
Ce travail pPc2B’v2 pPc2B muté avec les oligonucléotides Pc2Bmut3L et Pc2Bmut3R
de fagon a créer le deuxiéme variant de Pc2B
Pc2 Produit de PCR Pc2CL x Pc2CR amplifié a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPc2C )
pSU38AtotlacZ. Promoteur Pc2C cloné isolément
Produit de PCR Pc2DL x Pc2DR amplifi¢ a partir de I’ADN total de I’isolat Dak 0898-14 cloné dans
Ce travail pPc2D

pSU38AtotlacZ. Promoteur Pc2D cloné isolément

Tableau 17: Souches bactériennes et plasmides utilisés dans ce travail




Matériels et Méthodes

I. Souches bactériennes et milieux de culture

Les souches bactériennes utilisées dans cette étude sont décrites dans le tableau 17. Les
cellules ont été¢ cultivées en milieu BHI (Brain-Heart Infusion) a 37°C et, complémenté
lorsque cela est nécessaire en kanamycine a 25ug/ml final. Le X-gal a été utilisé a une

concentration finale de 40 pwg/ml.

II. Plasmides et techniques de biologie moléculaire

A. Techniques de base

Les plasmides utilisés dans cette étude sont décrits dans le tableau 17. Les extractions d’ADN
plasmidiques ont ¢été réalisées a I’aide du kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification
System (Promega, Madison). Les oligonucléotides utilisés dans ce travail, listés dans le
tableau 18, ont été synthétisés par Sigma-Aldrich.

B. Réactions d’amplification par PCR

La synthese des fragments de PCR destinés a étre clonés a été réalisée comme décrit dans la
partie n°3. Les mutations des séquences d’intéréts (promoteurs, opérateur LexA) ont été

réalisées par PCR assemblage.
C. Expériences de 5’RACE

Les extractions d’ARN et expériences de 5’RACE ont été réalisées comme décrit dans la

partie n°3. Les amorces GSP1, GSP2 et GSP3 utilisées sont décrites dans le tableau 18.
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Nom Séquence (5°->3’)
C2-LexAmut2L AGGCTGTATAGGCAGAACTTTGCAAGACAAGGAG
C2-LexAmut2R CTTGTCTTGCAAAGTTCTGCCTATACAGCCTATTC
GSP1 ATTCTCCGTGGAACAAACG
GSP2 TTACGTTGGTGTAGATGGGC
GSP3 TGCATCTGCCAGTTTGAGG
Pint2L CCGGAATTCATTTTATTAGTAAGCATGCTC
Pint2Lbis CCGGAATTCGTAAACAAGCATCTCTAGGCG
Pint2R GCGGGATCCATAAAACGCTCCTTGTCTTGCAAC
PintI2mutL TTAAATCCCAGCCGGACGAGGCTGTATAGGC
PintI2mutR CTATACAGCCTCGTCCGGCTGGGATTTAAAAAAGTG
Pc2L CCGAATTCTCGCATATCCGTGCGTATAGA
Pc2R CGCGGATCCACTCCATTCTTCGATATAGCTAC
Pc2IntI2L CCGGAATTCCAACGGCTGTTGTAAAAACC
Pc2AL CCGGAATTCGTGCCTGTTTTTTACGCCTA
Pc2AR GCGGGATCCCATGGCTGTTTCCTATCTCACCCAAAGAACTC
Pc2BL CCGGAATTCCAGGATAGACGGCATGCACG
Pc2BR GCGGGATCCATGGCTGTTTCCTATGCTTACCGITAATTAATATAATC
Pc2AmutL GCTAAATAAATCGAGCGGTTATGAGTTCTTTGGGTG
Pc2AmutR AAGAACTCATAACCGCTCGATTTATTTAGCAT
Pc2BmutL AAGAAAGTCTAGTTCGCACAAGTGATTATATTAATTAAC
Pc2BmutR ATAATCACTTGTGCGAACTAGACTTTCTTTAAAAATAC
Pc2Bmut2L AAGAAAGTCTATTCGATGCAAGTGATTATATTAATTAAC
Pc2Bmut2R ATAATCACTTGCATCGAATAGACTTTCTTTAAAAATAC
Pc2DR GCGGGATCCATGGCTGTTTCCTTAAACAAGCATCTCTAGGCG
Pc2CL CGCGAATTCACAAGTGATTATATTAATTAACGG
Pc2CmutL ACGAGCATGCTTACTAACGAAATGTTAACCTCTGAGG
Pc2CmutR GAGGTTAACATTTCGTTAGTAAGCATGCTCGTTTTGTC
Pc2Bmut3L GTAATAACAGAGTGTCTITATATTTTTAAAGAAAG
Pc2Bmut3R TTAAAAATATAAGACACTCTGTTATTACAAATCGTG
Pc2Amut2L GCTAAATAAATTAAAGTGTTATGAGTTCTTTGGGTG
Pc2Amut2R AAGAACTCATAACACTTTAATTTATTTAGCAT

Tableau 18: Oligonucléotides utilisés dans ce travail.

Les éléements -35 et -10 des promoteurs étudiés sont soulignés, les bases mutées sont écrites en gras



D. Constructions des fusions transcriptionnelles

Les plasmides pPc2, pPintl2 et leurs dérivés ont été construits en clonant aux sites EcoRI-
BamHI de pSU38AtotlacZ (Jové et al., 2010) un produit de PCR de 423 pb (pPc2 et dérivés),
114 pb (pPc2A et dérivés), 119 pb (pPc2B et dérivés) ou 318 pb (pPintl2 et dérivés) amplifié
a partir de ’ADN génomique d’une souche de Shigella sonnei hébergant un IM 2
précédemment décrit au laboratoire (Gassama Sow et al., 2008). Tous les plasmides obtenus
sont listés dans le tableau 17. Dans le plasmide pPc2, une fusion traductionelle dfi41-lacZ,
I’addition d’un site BamHI dans la séquence codante de dfr4A1 nous a conduit a ajouter une
mutation silencieuse (GTT en GTG, les deux codons codant une valine) dans le 14éme codon

de dfrA1. Tous les fragments clonés ont été vérifiés par séquencage.

III. Essais B-galactosidases

Chaque fusion transcriptionnelle a été transformée dans la souche E. coli MC1061 pour les
mesures d’activités de I’enzyme [3-galactosidase. Les essais ont été effectués comme décrit

dans la partie n°3 et au moins 5 fois pour chaque souche.

IV. Expériences de retard sur gel

La surexpression et la purification de la protéine LexA ont été réalisées comme décrit
précédemment (Da Re et al., 2009). Les sondes ADN ont été obtenues par PCR avec les
oligonucléotides Pintl et Pint2 en utilisant le plasmide pAT674 comme matrice pour la
sonde Pintll, et avec les oligonucléotides Pint2L et Pint2R et ’ADN génomique de
Shigella sonnei Dak 0898/12-14 comme matrice pour la sonde Pintl2). Les fragments de
PCR ont été ensuite radiomarqués en 5' avec du [y ’P]JATP (Amersham, Saclay, France)
en utilisant la T4 DNA polynucleotide kinase (Promega, Charbonniéres, France) selon la

technique classique (Sambrook, Maniatis et Fritsh, 1989).
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Les expériences de retard ont été réalisées comme décrit dans (Abella et al., 2004) en
utilisant différentes quantités de protéine LexA purifiée (0, 20, 200 ou 2000 ng) et 40 ng
de sonde marquée dans le mélange réactionnel. Un exces de sonde non marquée (15 fois)
a été utilisé pour les expériences de compétition. Les échantillons ont été séparés dans un
gel de Tris-glycine-EDTA polyacrylamide natif 5%, le gel séché est exposé sur la nuit
dans un écran phosphoimager (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France). Les images ont été

digitalisées avec un scanner Cyclone.
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Figure 24: Expression et régulation du gene intl2 des IM 2

A. Caractérisation et régulation du promoteur Pintl2, d’aprés les mesures d’activités
P-galactosidase effectuées avec les plasmides pPintl2 et ses dérivées : pPintl1-2 (Pintll muté en
-10), pPintl2-3 (PintI2 cloné isolément), pPintI2-4 (Opérateur LexA potentiel muté).

Les barres d’erreurs indiquent les écarts types d’au moins cing essais pour chaque plasmide.

B. Expériences de retard sur gel avec le site att2 natif, en présence ou en absence de la protéine
LexA purifiée (colonne 1 a 4, « Pintl2 », les quantités de protéines sont indiquées en ng). Des
controles positifs de la liaison de cette protéine a I’ADN dans nos conditions ont été réalisés
(colonnes 5 a 7) ainsi que des essais de compétition avec les sondes froides Pintll (colonne 8) ou

Pintl2 (colonne 9). La position du complexe retardé est indiquée par une fleche.



Résultats

1. Expression du géne de ’intégrase des IM 2

a- Caractérisation du promoteur Pintl2

Nous avons testé la capacité de la région att/?2 a contrdler I’expression d’un gene lacZ
dépourvu de promoteur dans une fusion transcriptionnelle PintI2. Nous mesurons alors un
signal B-galactosidase relativement fort comparé au bruit de fond détecté avec un vecteur sans
insert, indiquant qu’il existe en effet dans att/2 un promoteur fonctionnel pour int/2 (Figure
24A). Grace a des expériences de 5’RACE, nous avons identifié¢ précisément le (+1) de
transcription comme étant un A situé 33 pb en amont du codon START d’int/2 et a une
distance compatible avec les éléments -35 CAGGCA et -10 TAGAAT potentiels déja
proposés dans la littérature (Figure 23B). La fonctionnalité de ce promoteur a été confirmée
aprés que la mutation, dans pPintl2-2, des bases les plus conservées de I’élément -10 par
rapport au consensus des promoteurs 4 6'°, supprime toute activité B-galactosidase mesurable
(Figure 24A). D’autre part, le clonage d’un fragment de 97 pb d’attI2 contenant ce promoteur,
pPintl2-3, suffit a conférer le niveau d’activité mesuré en présence de toute la région artl2.
L’ensemble de ces résultats montrent que la transcription du geéne int/2 est sous le controle

d’un unique promoteur Pintl2 : CAGGCA-N;,-TAGAAT.

b- Le systéme SOS n’induit pas 1’expression du géne intl2

La transcription des génes intl des IM 1 et du SI de V. cholerae est réprimée par la protéine
LexA et induite par la réponse SOS (Guerin et al., 2009). Cette régulation est liée a la
présence dans les régions attl de la plupart des classes d’intégrons, d’opérateurs spécifiques
de LexA, de consensus CTGT-N3-ACAG, avec Ng une séquence riche en A/T (Butala, Zgur-
Bertok et Busby, 2009). L’opérateur LexA putatif des IM 2 (CTGTATAGGCAGACAQG)

chevauche le promoteur Pintl2 que nous venons d’identifier (Figure 23B).
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Pour vérifier que I’expression d’intl2 est également induite par la réponse SOS, nous avons
muté les bases clés de 1’opérateur de LexA pour construire pPintl2-4. De fagon surprenante,
ces mutations n’ont pas entrainé d’augmentation dans 1’activité détectée comparée a la
situation non mutée, suggérant que I’expression d’int/2 n’est pas réprimée par la protéine
LexA in vivo. Pour le vérifier, nous avons procédé a des essais de retard sur gel avec la
protéine LexA purifiée et un produit de PCR contenant la région att/2. L absence de retard
spécifique indique la protéine LexA n’est pas capable de se lier dans la région at#t/ des IM 2
(Figure 24B). Ces résultats montrent donc que malgré la présence d’une séquence conservée
d’opérateur de LexA a proximité du promoteur du gene int/2, la réponse SOS n’induit pas la

transcription du geéne de 1’intégrase des IM 2.

2. Caractérisation du promoteur Pc des génes de cassettes

a- L’expression des cassettes ne dépend que de attl2

Le promoteur Pc des IM 2 était suppos¢ étre dans la région attl2 (Hansson et al., 2002) . Pour
confirmer cette hypothese, nous avons évalué I’activité du géne lacZ lorsqu’il est en fusion
traductionnelle avec un fragment de 417 pb qui inclut toute la région att2 et les 14 premiers
codons de la premicre cassette dfiAl. La forte activit¢ détectée indique la présence d’un
promoteur fonctionnel dans la région attl? (Figure 25, pPc2). Cependant, elle n’exclut pas
I’existence d’un second promoteur actif dans la séquence codante d’int/2, une situation déja
décrite chez certains IM 1 (Jové et al., 2010). D’aillleurs, il existe dans int/2 une séquence
bien conservée par rapport au promoteur type o' (séquence : TGGCTA-N;,-TAAGCT, avec
en plus une région -10 étendue) et donc susceptible de participer a 1’expression des cassettes
de genes des IM 2. En fait, un dérivé de pPc2, pPc2-2, qui en plus d’a##I2 inclut une partie
d’intI2 (220 pb de plus) génere la méme activité -galactosidase et, en revanche, aucune

activité n’a été détectée dans pPc2-3, qui inclut cette région d’int/2 et seulement une partie
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limitée d’artl2 (Figure 25 A et B). Cette région du géne int/2 ne fonctionne donc pas comme

promoteur pour les geénes de cassettes.

b- Caractérisation des promoteurs des genes de cassettes

Pour localiser précisément le promoteur Pc des IM 2, des expériences de S’RACE ont été
réalisées a partir du plasmide pPc2. Deux produits ont été obtenus, suggérant la coexistence
de deux types de transcrits compatibles avec deux des quatre promoteurs proposés dans la
littérature : Pc2A (TTTTAA-N;7-TAAAAT) et Pc2B (TTGTAT-N;c-TTTAAT) (Fichier
GenBank AM261760).

Ces deux promoteurs ont €ét€é étudiés en les clonant séparément dans les fusions
transcriptionnelles pPc2A et pPc2B (Figure 25A). Ces deux plasmides génerent des activités
[-galactosidase élevées, indiquant la présence d’un promoteur fonctionnel dans chaque
fragment (Figure 25B). De plus, lorsque les éléments -10 de ces promoteurs ont été mutés aux
positions clés des promoteurs a ¢’ Dactivité de pPc2A est annulée (Figure 25) tandis que
celle de pPc2B est seulement réduite de moitié (Figure 25). De facon a inactiver totalement
Pc2B, I’élément -35 a également été muté mais nous n’avons obtenu aucune modification de
I’activité (résultats non montrés). Ces résultats suggerent que 1’élément -10 de Pc2B pourrait
en fait ne pas étre exactement « TTTAAT » mais commencer par le TA interne de cet
hexamere (souligné); la séquence de ce promoteur appelé dorénavant Pc2B’ serait alors
TTGTAT-N35-TAATAC. D’ailleurs, la mutation de ce TA réduit I’activité de pPc2B’ de 70%
(Figure 25). Deux promoteurs actifs pour la transcription du géne /acZ coexisteraient donc

dans la région attl2 : Pc2A et Pc2B’.
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c- Contribution de Pc2A et Pc2B’ dans 1’expression des cassettes

La présence de deux promoteurs actifs en tandem dans la région a#t/2 interpelle sur le degré
de participation de chaque promoteur dans le niveau de transcription des cassettes. L’activité
mesurée avec un plasmide dérivé de pPc2 ou Pc2A est inactivé est environ la moitié de
I’activité de pPc2 (Figure 25B). En revanche, si c’est I’efficacité de Pc2B’ qui est réduite,
I’activité obtenue reste similaire a celle de pPc2 (Figure 25B). De méme, I’introduction de la
mutation de Pc2B’ dans le plasmide dérivé de pPc2 ou Pc2A est déja inactivé n’a aucun effet
sur le niveau d’expression mesuré (Figure 25B).

L’ensemble de ces données suggere que Pc2A contribuerait a hauteur de 50% a la
transcription des geénes de cassette et qu’un Pc2B’ moins efficace ne réduit pas le niveau

d’expression global, et ceci de fagon indépendante de la présence de Pc2A.

d- Influence des autres promoteurs Pc putatifs

Nous avons également vérifié que les autres promoteurs Pc putatifs n’ont pas d’incidence sur
le niveau de transcription des cassettes. Cloné isolément, Pc2D ne génére aucune activité [3-
galactosidase (Figure 25, pPc2D) ; la situation est plus compliquée pour Pc2C. En effet, un
dérivé de pPc2 dans lequel la région attl2 est limitée au fragment contenant Pc2C (pPc2C)
génere une certaine activité (-galactosidase (Figure 25). Mais une mutation qui réduit de
moitié D’efficacité de Pc2C ne réduit pas le niveau d’activité de pPc2 (résultat non montré).
Par conséquent, ni Pc2C, ni Pc2D ne contribuent a 1’expression des génes de cassettes des IM

2.
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Figure 26: Caractérisation du polymorphisme de Pc2A et Pc2B’
A. Séquence des variants de Pc2A et Pc2B’ des IM 2. Les variants PcA-v2 et Pc2B’-v2 sont ceux
des IM 2 dont le géne intl2 code une intégrase active.
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dans des constructions ou le Pc est cloné isoléement (pPc2A, pPc2B) et grdace a des essais [>-
galactosidase. L effet simultané des deux mutations a été testé dans la construction ou tout attl2
dirige l’expression des cassettes (pPc2). Les barres d’erreur représentent les écarts type d’au

moins cing mesures indépendantes pour chaque plasmide. WT: Wild-type (sauvage).



e- Polymorphisme des promoteurs Pc2A et Pc2B’

Un examen de I’ensemble des séquences d’IM 2 disponibles en ligne a révélé que trois
séquences présentent des variations a des positions clés des promoteurs Pc2A et/ou Pc2B’.

De fagon intéressante, il s’agit des séquences des trois seuls IM 2 connus dont le geéne int/2
code une intégrase fonctionnelle (Fichiers GenBank DQ533990, DQ533991 et EU780012).

Dans les trois cas, Pc2A présente une substitution de 1’¢lément -10 (TAAAAT en TAAAGT,
la base mutée étant soulignée) et Pc2B’ de I’élément -35 (TTGTAT en TTATAT). Chacune
de ces variations générent des variants environ deux fois moins efficaces de Pc2A ou Pc2B et,
si elles sont introduites simultanément dans pPc2, elles résultent en une région a##/2 moitié
moins efficace pour la transcription des genes de cassettes (Figure 26). De plus, dans

DQ53991, Pc2B’ est dupliqué.
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Discussion



Les travaux présentés dans ce manuscrit avaient pour objectif d’étudier la régulation de

I’expression des genes de résistance aux antibiotiques et de 1’intégrase chez les IM.

1. Polymorphisme du promoteur Pc des IM 1

Des travaux précédents avaient décrit 8 variants de Pc des IM 1, sur la base des séquences des
¢léments -35 et -10 (Brizio et al., 2006 ; Bunny, Hall et Stokes, 1995 ; Houang et al., 2003 ;
Levesque ef al., 1994 ; Riccio et al., 2000), mais leurs forces respectives n’avaient jamais été
comparées dans un seul essai. Nous avons donc réalisé une étude in silico a partir des données
issues de la littérature et de ’INSD (International Nucleotide Sequence Database). Nous
avons montré qu’il existait bien § variants sur la base des séquences des ¢éléments -35 et -10
mais que cette définition était restrictive puisque environ 20% des IM 1 possédent une région
appelée «-10 étendue » connue pour augmenter ’activité de Pc (Mitchell et al., 2003 ;
Nesvera, Hochmannova et Patek, 1998). Cette région, créée par la modification de la base -14
de Pc (communément un C, par un G) constitue un nouvel ¢lément de recrutement des ARN
polymérases augmentant ainsi 1’efficacité de la transcription comme cela a été montré par
Murakami et coll. (Murakami et al., 2002).

Par ailleurs, nous avons identifi¢ d’autres mutations dans le promoteur Pc, situées entre
I’élément -35 et le (+1) de transcription. La plupart ne sont retrouvées que dans une ou deux
séquences et pourraient étre liées a des erreurs de séquencage. Cependant, d’autres mutations
sont retrouvées chez au moins 2 IM 1. Ainsi, 5 IM 1 distincts ayant le variant PcW présentent
une substitution de la base en position -6, communément un G, en A. Cette mutation double
I’efficacité de PcW dans nos conditions expérimentales (résultats non montrés). A ce jour,
aucune base conservée ou considérée comme optimale pour la fonction d’un promoteur n’a
été établie pour cette position. Dans le cas de Pc, cette mutation G-6A convertit une séquence
TGTAAT en TATAAT (la base mutée est soulignée), ce qui correspond exactement a la

séquence consensus de 1’élément -10.
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Cependant cette séquence est trop éloignée de I’élément -35 de Pc (22 pb) pour constituer un
¢lément -10 alternatif fort et il n’y a aucun autre élément -35 putatif plus pres. Pour expliquer
I’augmentation de la force du PcW, nous proposons que cette mutation facilite la dénaturation
des brins pendant la formation de la bulle a I’initiation de la transcription.

D’autre part, 10% des IM 1 présentent un promoteur supplémentaire, P2, localisé¢ dans att/1,
119 pb en aval de Pc (Stokes et Hall, 1989). Ce promoteur est créé via I’insertion de trois
résidus guanine, ce qui corrige I’espacement entre des motifs -35 et -10 potentiels et leur
permet ainsi de fonctionner comme promoteur.

Tenant compte des différents variants de Pc et de P2, nous avons montré qu’il existe pas
moins de 20 combinaisons Pc-P2 possibles chez les IM 1. Nous avons donc souhaité
comparer les différentes combinaisons de promoteurs dans un méme essai.

Le promoteur PcS est généralement considéré comme un promoteur fort depuis qu’il a été
¢établi que ce variant était 6,5 fois plus fort que le promoteur Ptac (Amann, Brosius et Ptashne,
1983 ; Levesque et al., 1994). Nous avons comparé ’activité $-galactosidase de PcS et celle
de Ptac avec la méme séquence que celle utilisée par Levesque et coll. et montré que PcS était
100 fois plus faible que Ptac (résultats non montrés), ce qui est davantage compatible avec le
fait que les promoteurs bactériens naturels sont tous moins efficaces que le Ptac. Méme les
meilleurs promoteurs bactériens artificiels sont au mieux deux fois plus forts que Ptac
(Kagiya et al., 2005). PcS avait été décrit comme 20 a 30 fois plus efficace que le PcW, celui-
ci étant alors appelé Pc faible ; les variants PcH1 et PcH2 étant de force intermédiaire (Collis
et Hall, 1995 ; Levesque et al., 1994 ; Papagiannitsis, Tzouvelekis et Miriagou, 2009). Nous
avons trouvé pour ces 4 variants PcS, PcW, PcH1, PcH2, des résultats en accord avec les
précédentes études. Les variants plus rares PcPUO, PcIn42 et PcInl16 étaient équivalents a

PcW ou plus faibles.
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Pour le variant PcSS défini initialement comme étant plus fort que PcS, nous avons trouvé
une efficacité¢ 12 fois plus faible que PcS ; ceci était cependant attendu car ce promoteur
comporte une mutation dans la séquence -35 a une position importante pour 1’activité des
promoteurs (Brizio et al., 2006 ; Moyle, Waldburger et Susskind, 1991). Enfin, nous avons
montré que la présence d’une région «-10 étendue» (motif TGN-10) augmentait
effectivement 1’efficacité de transcription du variant PcW d’un facteur 15 alors qu’elle n’a
que peu d’effet sur des promoteurs plus forts comme PcS et PcH2.
Selon les variants, 1’efficacité¢ de Pc varie donc d’une amplitude de 1 a 30 (et méme de 1 a
150 si on considére aussi les variants rares).
Enfin, nous avons analysé le niveau d’expression du géne rapporteur /acZ en présence du
promoteur P2 couplé a différents variants de Pc. Le niveau d’expression résultant du couple
Pc/P2 correspondait a celui du promoteur le plus fort, c’est a dire :

v De P2 seul, quand Pc est faible (PcW, PcH1)

v De Pc seul, quand Pc est fort (PcS, PcWrgn-10)
Ces résultats sont en opposition avec I’hypothése de Lesvesque et coll., selon laquelle les
activités de ces deux promoteurs s’additionnent, mais ces auteurs n’avaient pas vérifié¢ le
niveau d’activité lorsque seul P2 est actif (Levesque et al., 1994 ; Papagiannitsis, Tzouvelekis
et Miriagou, 2009). L’activit¢ de PcS est légerement mais significativement diminuée en
présence du P2. Nous I’expliquons par des interférences entre ces deux promoteurs en
tandem.
Il est possible par exemple qu’une petite proportion d’ARN polymérases issues du PcS et en
cours d’¢longation soit déstabilisée par d’autres enzymes fixées sur le promoteur P2.
Ainsi, I’ensemble de ces données montre que le géne d’'une méme cassette de résistance aux
antibiotiques peut étre exprimé a des niveaux variables selon la combinaison de Pc-P2 de

I’IM 1. De nombreuses études épidémiologiques ont décrit des intégrons identiques chez des
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souches de méme espéce non reliées épidémiologiquement ou chez des especes différentes,
mais peu ont étudié la diversité des promoteurs de cassettes. Or, cette donnée est importante
pour étudier I’évolution des niveaux de résistance aux antibiotiques que confére une cassette
ou un réseau de cassettes, les génes des cassettes les plus €¢loignés du Pc étant les moins
exprimés. Nous avons donc étudié la distribution des différentes combinaisons de Pc-P2, dans
un premier temps a partir des données obtenues in silico en considérant que chaque réseau de
cassettes détermine un IM 1. Cependant, cette analyse ne tenant pas compte de la fréquence
de chaque IM 1 in vivo, elle ne correspondait pas a la réalité épidémiologique. C’est pourquoi
nous avons aussi é¢tudié¢ les IM 1 de souches cliniques d’E. coli isolées de patients sains ou de
prélevements dans des situations pathologiques.

De facon surprenante, dans ’analyse in silico, le variant qui prédomine (41,7%) est le variant
faible PcW, suivi de PcH1 (28%) et PcS (24,3%), les autres variants étant beaucoup moins
fréquents.

Cependant, la faiblesse du variant PcW est trés souvent compensée soit par une région « -10
étendue » (17,4%) ou par un P2 (7,2%).

Chez les souches cliniques d’E.coli, nous avons trouvé que les variants faibles PcW et PcHI
¢taient les plus prévalents, 64% et 34% respectivement alors que le variant fort PcS était plus
rare (2,3%). Le variant PcW présentait souvent soit un promoteur P2 (16,9% des 89 IM 1),
soit une région « -10 étendue » (6,7%). Ces données montrent commes celles précédemment
réalisées chez des entérobactéries (Lindstedt et al., 2003 ; Schmitz et al., 2001) une fréquence
¢levée d’intégrons ayant le variant PcW. Cependant, trés souvent la faiblesse de PcW est
comprensée par une région -10 étendue, ce qui nous a donc conduit a proposer ce variant

PcWrgN-10 comme un variant a part enticre.

-905 -



100% | |
- 0 i
| o
60% —— Autres
O PcS
OPcWTGN-10
40%
O PcH1
! ! B
20%
0%
aacA aadA aadB dfrA blalMP blaVIM général
B.
100%
- . I
O
60% Autres
B PcS
OPcWTGN-10
40%
EPcH1
EPcw
20% ‘ \
O% T T T T T 1

P.aeruginosa E.coli S.enterica  K.pneumoniae A.baumannii E.cloacae

Figure 27: Distribution des variants de Pc en fonction de la nature de la premiere cassette de I'IM 1 ou

de ’organisme hote

L’analyse est basée sur la collection de 321 IM 1 distincts trouvés in silico.

A. Distribution des variants de Pc selon la nature de la premiere cassette

Chaque histogramme correspond a un des 7 types de premiere cassette de réseaux les plus fréquents : aacA (n=75), aadA
(n=23), aadB (n=19), dfrA (n=42), blaIMP (n=20), blaVIM (n= 47; la distribution des variants dans la collection entiere
(n=321) est représenté dans le dernier histogramme (général)

B. Distribution des variants de Pc selon I’organisme hote de I'IM 1

Chaque histogramme correspond a un des 6 organisme hote les plus fréquents: P. aeruginosa (n = 127), E.coli (n=70),

S.enterica (n=56), K. pneumoniae (n=42), A.baumannii (n=24), E.cloacae (n=11).



La hiérarchie des prévalences des variants de Pc (PcS<PcWrgn.10<PcW+P2<PcH1<PcW)
était 1’exacte opposée de celle de leurs forces (PcS>PcWrgn.10>PcW+P2>PcHI>PcW), et
ceci quelle que soit I’origine géographique ou clinique des IM 1.
La forte proportion des variants peu efficaces PcW et PcHI laisse penser que dans de
nombreux IM 1, les génes de cassettes ne sont pas fortement exprimés. Il se peut que certains
genes de cassettes n’aient pas besoin d’étre fortement transcrits pour conférer le phénotype de
résistance. Cette idée nous a conduit a rechercher une corrélation entre certains variants de Pc
et la nature de la cassette en premiére position.
La grande diversité des cassettes des IM 1 rend cette analyse délicate mais il est possible de
tirer quelques tendances illustrées dans la Figure 27A :

* Les IM 1 dont la premiére cassette contient un gene aac(6’) ou blaVIM ont plus

souvent le variant PcS, au détriment du PcWrgn.10 et du PcW, respectivement.
* A contrario, ceux avec dfrA présentent rarement un PcS mais plus souvent un PcW ou
un PcWrgn.10

* D’autre part, aadB en premiére position est plus souvent exprimée a partir d’'un PcW

* Enfin, les IM 1 ayant blaIMP présentent la plus grande diversité de variants de Pc.
De plus, nous n’observons aucune association préférentielle des Pc forts pour les IM 1 dont le
gene de la premicre cassette posséde une TIR efficace ; par exemple, les génes des cassettes
aadB, dépourvu de TIR, sont transcrits par un variant faible et les génes blaVIM, dotés d’une
TIR proche du consensus, par le variant le plus fort.
D’autre part, un méme IM 1 peut exister avec des Pc différents (comme In70 qui peut exister
avec PcW, PcWrgn.10, PcH1 ou PcH2), laissant penser que la séquence de Pc peut évoluer
indépendamment du réseau de cassettes. Les parameétres qui régissent la mutabilité de Pc ne

sont pas connus, le changement de variant n’ayant jamais été observé in vitro. Cette
9
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Nom de IntI1 Variant(s) de Pc aa3l aa32 aa38 aa39

Intl1rs3; m30 PcW, PcHI L R \Y% H
Intllr3s N39 PcS, PcH2 L R v N
IntIlp3; w39 PcW 16x-10 L P \% H
IntI1p3y n39 PcS tan-10, PCH2 16n-10 L P Vv N
IntI1;35 w39 PcW tan-10 L L A% H
Intl1 g3 p3o PcH a1 L Q VvV H
IntIlr3; 138 N30 PcSS L R 1 N
IntIl g3 A38 N30 PcInd2 L R A N
Intl1 g3z p3g N30 PcPUO L R D N
Intllss3; r32 n39 PcInlil6 S R Vv N

Tableau 19: Correspondance entre le variant de Pc et la séquence en acide aminés de l'intégrase Intll
La nature des aa est indiquée en monolettre en suivant la nomenclature IUPAC. Les aa qui différent de ceux de I’Intll r3; 39

sont soulignés.



observation indique également que la nomenclature des IM 1 ne peut pas étre basée
uniquement sur la nature du réseau de cassettes.

Nous avons aussi ¢tudié la répartition des Pc selon les especes bactériennes et observé que la
distribution des variants de Pc d’IM 1 était similaire quel que soit I’organisme hote, a
I’exception des IM 1 d’Acinetobacter ou la variété des séquences de Pc est plus importante

(Figure 27B).

2. Impact du polymorphisme de Pc sur ’activité de I’intégrase Intl1

La prédominance des variants faibles de Pc chez les souches cliniques est surprenante car elle
laisse penser que seraient favorisés les IM 1 dont les génes de cassettes sont moins fortement
transcrits, et donc a priori moins a méme de conférer une résistance a un antibiotique.
Cependant cette sélection n’est peut-étre pas liée qu’au seul promoteur Pc. En effet, le
promoteur Pc étant localisé dans le géne int/l, ses variations de séquence entrainent des
modifications d’aa de la protéine Intl1 (Tableau 19).

Notre analyse de I’activit¢é de recombinaison des trois intégrases correspondant aux
principaux variants de Pc a montré que I’intégrase codée lorsque le Pc est faible (PcW ou
PcH1) était la plus efficace pour le réarrangement des cassettes. La forte prévalence de ces
variants suggererait donc que la pression de sélection antibiotique s’exerce davantage sur
I’activité de I’intégrase que sur le niveau d’expression des genes de cassette. En fait, ces deux
fonctionnalités sont liées car une intégrase plus processive pour 1’excision des cassettes crée
d’autant plus souvent de nouveaux arrangements de cassettes, dont celui (ou ceux) permettant
une expression maximale du géne requis, par exemple en premicre position

Nous avons montré que si les trois Intll les plus prévalentes présentent des efficacités
similaires pour catalyser les réactions att/ x attC, I'Intl1r3, n39 est en revanche beaucoup plus
active que les autres pour les réactions attC x attC. Ces observations permettent de proposer

un rdle pour les aa R32 et H39 d’Intll dans son activit¢ de recombinaison des cassettes,
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vraisemblablement dans la capacité d’Intll a se lier aux sites attC. Les substitutions R32P et
H39N diminuent d’ailleurs beaucoup ’activité d’excision de I’intégrase. Ces aa s’alignent
avec les aa d’une hélice a de I'intégrase du super-intégron de V.cholerae VchIntlA, hélice
impliquée dans la liaison aux sites attC (Demarre et al., 2007). L’aa R32 joue aussi
probablement un réle dans la recombinaison attl x attC, une substitution R32P dans les
intégrases Intllgr3 p39 et Intllr3z n3o réduisant la fréquence d’intégration. L’aa H39 ne
semble pas étre impliqué dans cette réaction. Les recombinaisons attl x attC et attC x attC
peuvent donc impliquer différentes régions de I’intégrase. En effet, Demarre et coll. ont isolé
deux mutants de I’intégrase Intl1r3s m3o, Intllpigor et Intllpigic , qui ont montré des efficacités
d’intégration plus ¢élevées (Demarre ef al., 2007).

Dans notre travail, les activités d’excision des variants d’Intll ont été comparées avec
plusieurs sites a##C mais qui ne représentent pas a eux seuls I’intégralité des structures de ces
sites. Or il reste envisageable que les différences d’activités de recombinaison entre les
variants d’Intl1 n’aient pas la méme amplitude selon la nature du site attC. Si c’est le cas, les
variations de Pc influenceraient aussi, outre la cinétique, la nature des réarrangements de

cassettes et donc 1’évolution des IM 1.

3. Interférences entre Pc et Pintl des IM 1

Chez les IM 1, le promoteur Pc fait face a celui du géne de I’intégrase (Collis et Hall, 1995),
une situation propice a des interférences entre les deux promoteurs. Or le promoteur PintI1 est
réprimé par la protéine LexA et est induit quand est déclenchée la réponse SOS, par exemple
en présence d’antibiotiques (Guerin et al., 2009). Nous avons montré que la présence du
promoteur faible PcW n’empéche pas 1’induction SOS-dépendante de la transcription d’int/1,

mais qu’il diminue le niveau d’expression d’int/].
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L’effet des autres variants majeurs de Pc (tous plus forts que PcW) sur le niveau de
transcription d’int/l n’a pas été encore déterminé pour le moment mais nous supposons qu’il
le diminuera d’autant plus que le variant de Pc est fort. Cela suggére que les variants forts de
Pc réduiraient non seulement 1’activité mais aussi I’expression de I’intégrase, du fait
d’interférences entre Pc et Pintl1. Dans ces intégrons IM1, I’expression des genes de cassettes
prévaudrait donc sur les mouvements de cassettes.

De méme, la présence du promoteur additionnel P2, qui augmente le niveau d’expression des
cassettes, supprime le site de liaison pour LexA, le répresseur de Pintl1, ce qui théoriquement
devrait induire I’expression de I’intégrase. Cependant nous avons montré que 1’activité de P2
a un effet délétére sur le niveau de transcription de Pintll. Ainsi, toutes les séquences
promotrices de Pc/P2 permettant d’augmenter 1’expression des génes de cassettes auraient un
effet négatif sur celle du géne de I’intégrase.

Le mécanisme moléculaire des régulations observées entre les promoteurs PcW, P2 et Pintl1
n’a pas été déterminé. Puisque inactiver P2 permet de restaurer 1’activité de Pintl1, ce n’est
pas la seule présence de P2 qui inhibe Pintl1, mais son activité. Le chevauchement de P2 et
Pintl]l entraine probablement des compétitions stériques pour le recrutement de I’ARN
polymérase au profit du promoteur le plus affin, qui serait donc P2.

L’incidence négative de P2 sur I’expression de I’intégrase explique peut-étre pourquoi la
configuration PcW+P2 est moins représentée (a la fois in silico et in vivo) que PcW seul alors
qu’il permet une augmentation de la transcription des cassettes.

Plusieurs types de mécanismes pourraient expliquer la régulation entre les promoteurs
convergents PcW et Pintll. Cependant, nos données suggérent qu’il ne s’agit pas d’une
régulation par ARN antisens en cis car en présence de PcW, un seul des deux promoteurs est
affecté par I’activité de I'autre. La quantification des transcrits, issus de Pc et de Pintll dans

les différentes constructions, permettra d’exclure totalement ces mécanismes post-
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transcriptionnels de régulation. Nous proposons donc que ce soit ’activité des promoteurs qui
interfere. Cette hypothese est confortée par le fait que seule 1’activité du variant faible PcW et
pas celle du variant fort PcS est affectée par I’induction de I’activit¢ de Pintll. Des
expériences de transcription in vitro seraient nécessaires pour identifier le mécanisme précis
d’interférence entre ces deux promoteurs.

L’incidence négative de P2 sur I’expression de 1’intégrase explique peut-étre pourquoi la
configuration PcW+P2 est moins représentée (a la fois in silico et in vivo) que PcW seul alors

qu’il permet une augmentation de la transcription des cassettes.

4. Transcription des génes de cassettes et de ’intégrase des 1M 2

L’étude des promoteurs des IM s’est poursuivie par la caractérisation des promoteurs qui
controlent la transcription des geénes des IM 2. Le geéne int[2 est transcrit a partir d’un
promoteur Pintl2 qui a été localisé précisément. Ce promoteur chevauche un opérateur putatif
de la protéine LexA mais pour lequel nous montrons qu’il est en fait non fonctionnel car
incapable de fixer cette protéine. Pourtant, la séquence de cet opérateur putatif contient les
éléments les plus important des opérateurs avérés de LexA, notamment des triplets terminaux
«CTG » et « CAG » espacés par 10 pb riches en A/T. La richesse relative en G/C de
I’opérateur putatif des IM 2 (4 G/C parmi les 10 pb) existe aussi chez des opérateurs
fonctionnels de LexA. En revanche, la position des bases GC au sein de |’opérateur,
notamment avec le GCC central, est plus atypique (Figure 23).

Quoi qu’il en soit, la transcription du gene in#/2 n’est pas induite par la réponse SOS comme
c’est le cas du gene intll des IM 1, du SI de V. cholerae et probablement d’autres classes
d’intégrons. Enfin, le géne intI2 possede une TIR proche du consensus (AGGA-N,-ATG) qui
permet une traduction efficace. Tous ces éléments expliquent que le niveau d’expression du
gene intl2 soit plus élevé que celui d’intll (de 40 fois lorsque la transcription d’intll est

réprimée, de 10 fois si elle est induite), bien qu’il code une protéine non fonctionnelle.
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L’expression des geénes de cassette, elle, dépend uniquement de la région a#tI2 et non d’une
séquence localisée dans le géne de I’intégrase comme c’est le cas chez les IM 1 et 3. Le plus
surprenant, c’est que deux promoteurs semblent participer a ce processus : Pc2A (TTTTAA-
N,-TAAAAT) et Pc2B’ (TTGTAT-N,,-TAATAC). La contribution de Pc2B’ n’est pas claire
car, s’il est possible de détecter des transcrits issus de ce promoteur, sa mutation n’a pas
d’effet sur le niveau d’expression global des genes de cassettes. La possibilité que dans ce cas
ce soit Pc2A, plus en amont, qui compense la faiblesse a été écartée dans une construction ou
ce dernier est muté.

La signification biologique de la coexistence de deux promoteurs fonctionnels n’est pas
claire ; en général, des promoteurs en tandem sont différement régulés et/ou transcrits pas des
facteurs o différents ; or Pc2A et Pc2B’ se comportent tous deux comme des promoteurs a ¢”°
et aucun site de liaison pour un régulateur bien connu n’a peut étre identifié. De plus, bien que
les promoteurs divergents Pc2A et Pintl2 ne sont éloignés que de 36 pb (distance entre les
éléments -35), leurs activités n’interferent pas. De fagon intéressante, les 3 IM 2 codant des
intégrases fonctionelles présentent des variants de Pc moins efficaces qui affectent le niveau
d’expression des genes de cassettes. Ainsi, comme pour les IM 1, il existerait donc aussi, chez

les IM 2, une corrélation inverse entre les deux fonctionnalités des intégrons.

5. Evolution des variants de Pc : la recherche de I’équilibre ?

L’ensemble de nos résultats montre une corrélation négative entre les deux fonctionnalités des
IM : expression des genes des cassettes d’une part et activité de 1’intégrase de 1’autre : les
¢léments qui augmentent I’expression des cassettes (un variant fort de Pc, un P2 actif) ont un
effet négatif sur I’expression de I’intégrase et, dans le cas des Pc fort, sur son activité de

recombinaison.

- 101 -



Intl] g3, 1130/PCW

:51/x30

N

:336/x15

IntITp3; 1130/PeWrgni0

> > >

x6,6/x1,7

Figure 28: Modele de co-évolution des variants de Pc et de l'intégrase Intll

Chaque fleche indique la mutation d’une base. A chaque sommet du triangle est placé un couple variant
Intl1/variant Pc correspondant. Chaque fleche indique la variation d’une base. L effet de la transition d 'une
Intll a un autre sur son activité d’excision est indiquée a gauche du « / », celle sur la force du promoteur a
droite de ce symbole.

Par exemple, la substitution d’une base suffit a la transition de Intlly;; 1139 en Intll p3; 13 (et de PcW en

PcW oy 10), ce qui réduit activité d’Intll d’un facteur 700 mais augmente la force de PcW d’un facteur 15.



La fonctionnalit¢ qui sera privilégiée dépend du variant de Pc: les variants les plus forts
déterminent des Intl1 peu efficaces et réduisent probablement trés fortement leur expression ;
les variants faibles, eux, permettent une production et activit¢ maximale de I’intégrase mais
une expression des cassettes faible et méme réduite quand 1’expression d’int/! est induite.

Les ¢tudes épidémiologiques de la littérature et ce travail montrent que ce sont les IM 1 avec
les Pc faibles qui sont favorisés, ce qui laisse penser qu’a priori, la pression de sélection
antibiotique s’exerce en premier lieu sur 1’activité de 1’intégrase. En effet, une intégrase plus
processive en excision permettra plus facilement de catalyser des réarrangements de cassettes
de facon a ce que la cassette nécessaire pour conférer la résistance soit localisée aux
premigéres positions d’un réseau, au plus pres de Pc, 1a ou son niveau d’expression sera le plus
¢levé. Par conséquent, une intégrase plus active permet indirectement une expression plus
forte des geénes de cassettes insérés.

Pourtant, il existe un certain nombre d’IM 1 avec des variants forts de Pc ou de P2 (et donc
une activité ou une expression moindre de I’intégrase), mais ils semblent peu prévalents. Il est
possible que dans certaines conditions, des promoteurs forts et/ou des réseaux de cassettes
stables soient plus avantageux pour les bactéries. Un élément de réponse pourrait éEtre
I’association préférentielle de certaines cassettes en premiére position a des variants forts de
Pc, mais nos études ne permettent pas de trancher dans ce sens. D’ailleurs, un certain nombre
d’IM 1 peuvent étre associés a des variants différents de Pc et P2 ; I’existence de ces IM 1
laisse penser que Pc et P2 peuvent évoluer indépendamment du réseau de cassettes. Cette
hypothése reste plus probable qu’une évolution convergente des réseaux a partir de 2 IM 1
dont les variants de Pc différent. La question de 1’évolutilit¢ des promoteurs Pc et P2 n’a

jamais été évoquée auparavant. Elle implique qu’il existe un variant originel de Pc.
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Or, récemment, des IM 1 localisés sur le chromosome de protéobactéries de I’environnement
ont été identifiés et il a été proposé qu’ils soient des ancétres des IM 1 cliniques actuels
(Gillings et al., 2008). Or ces IM 1 ont tous le PcW. C’est pourquoi nous proposons un
modele d’évolution de Pc dans lequel le variant original, PcW, a muté de fagcon a augmenter
I’efficacité du promoteur (Figure 28). D’ailleurs, la mutation d’une seule base de PcW suffit
pour créer PcWrgn-10, PcH1 ou PcH2. Le contexte clinique pourrait avoir poussé Pc a évolué

vers un variant encore plus fort, PcS.
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Conclusions et Perspectives



Les intégrons sont des supports génétiques majeurs de résistances aux antibiotiques assurant a
la fois la dissémination et I’expression de genes de résistance aux antibiotiques contenus dans
des cassettes. Nos travaux sur les IM 1, les intégrons les plus prévalents dans le monde
clinique, ont décrit I’existence d’un fort polymorphisme de Pc et comment il influence
simultanément mais de facon inverse les deux fonctionnalités des IM 1. Chez les IM 2, nous
avons montré¢ que Pc prend la forme de deux promoteurs dont il reste a déterminer
précisément les (+1) de transcription et la contribution exacte dans 1’expression des genes de
cassettes. Chez cette classe d’IM aussi, efficacité des Pc et activité de I’intégrase semblent
inversement liées. Les IM 3 n’ont pas été étudiés ici mais I’existence de deux variants de Pc
(Correia et al., 2003), chacun déterminant une protéine IntI3 différente, suggere une situation
analogue a celle des IM 1. La co-évolution des génes int/ et des promoteurs Pc semble donc
une regle générale des IM. Chez les IM 1 et 2, elle assure un équilibre entre activité de
I’intégrase et expression des genes de résistance, réduisant d’autant le colit biologique pour la
bactérie.

Ce travail pose donc beaucoup de questions sur les choix évolutifs conduisant a différents
intégrons. La sélection de tel ou tel variant de Pc et donc d’intégrase chez les IM 1 est-elle
liée a des conditions environnementales particuliéres ? Quel est le réle de la pression de
sélection antibiotique sur cette sélection ? Autant de questions qui ouvrent de nombreuses

perspectives de recherche.
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Contribution a une base de données dédiée aux intégrons : INTEGRALL

La recherche de I’ensemble des séquences de IM 1 disponibles dans I’INSD nous a conduit a
constituer un fichier de 1351 séquences (au 30/10/09) actualisé quotidiennement.
Notre fichier expose, pour chaque IM 1 et quand elles sont disponibles, les informations
suivantes :

* Variant de Pc

* Variant de P2

* Présence ou non de la duplication de 19 pb d’ORF11

* Nom de I'intégron

* Nom du support de I’intégron

* Organisme hote (genre, espéce)

* Conservation de la région attl]

* Conservation d’Intl1 (par rapport a IntI1 d’In0)

* Réseau de cassettes de géne
De plus, selon nos critéres, la substitution d’un acide aminé suffit a définir un alléle distinct et
potentiellement a considérer un nouveau IM 1. Enfin, un fichier similaire a été créé pour les
IM 2 et 3.
Pour valoriser les données recueillies, nous proposons de les partager en ligne via une
collaboration avec une banque de données dédiée aux integrons : INTEGRALL ((Moura et

al., 2009) accessible au lien http://integrall.bio.ua.pt/).

INTEGRALL est une banque de données en ligne, accessible gratuitement qui compte 5406
entrées (au 8/09/09) relatives aux intégrons. Chaque entrée fait 1’objet d’une fiche dans
laquelle est détaillée la composition de I’intégron, notamment les génes du réseau de cassette.

L’utilisateur peut facilement a I’aide de mots clés y retrouver des intégrons via un outil de
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recherche convivial. Le site est également doté d’un glossaire et d’un forum de discussion,
lieu d’échange d’opinions et ouvert aux suggestions. Enfin, une partie explique les
nomenclatures utilisées pour nommer les cassettes de génes et numéroter les all¢les.

La collaboration entre 1’équipe d’INTEGRALL et la notre a commencé quand nous avons
proposé des corrections (noms d’enzymes, nomenclatures a utiliser, etc.) et la suppression
d’entrées redondantes (listées une fois avec le numéro RefSeq, une autre avec le numéro
d’accés GenBank). Elle devrait se poursuivre avec le partage de nos données des fichiers

décrits ci-dessus.
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Abstract

INTEGRALL is a freely available, text-based search system developed with the aim of
collecting and organizing information on integrons in a single database. The current release
(1.2) contains more than 4800 integron sequences and provides a public genetic repository for
sequence data and nomenclature, offering scientists an easy and interactive access to
integron's DNA sequences, their molecular arrangements as well as their genetic contexts.
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