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Résumé

La synthése d’adhésines fimbriaires, telle que F165, retrouvées chez les souches de
Escherichia coli O115:KV165 5131 et 4787 responsables de septicémies chez le
porcelet et le veau, est soumise a une régulation complexe en réponse a différents
facteurs environnementaux. Cette régulation contrdle d’une part, le niveau de base de
la transcription et d’autre part, la quantité de bactéries synthétisant 1’adhésine au sein
d’une méme population. Notre laboratoire a démontré dans le passé que la leucine et
I’alanine inhibent fortement la production de F165; en réprimant la transcription de
base de I’opéron foo codant pour cette adhésine. Par contre, les mécanismes
moléculaires par lesquels ces acides aminés agissent sont encore mal connus. Nous
savons que le régulateur global Lrp joue un rdle dans la variation de phase et dans les
mécanismes de régulation impliqués au niveau de la transcription de base.
Cependant, le role biologique de la variation de phase de F165, est peu connu. Dans
des conditions environnementales ou la plupart des systtmes d’adhésion sont en
phase OFF, les souches F165; sont majoritairement en phase ON. Or, lorsqu’on
compare le systtme F165, avec son homologue Pap-17, on note des différences de
séquence des régulateurs spécifiques ainsi qu’au niveau de la région régulatrice

intercistronique.

L’objectif majeur de notre laboratoire consiste 4 comprendre les mécanismes
moléculaires de 1’action de Lrp et de Fool ainsi que I’effet qu’ils peuvent exercer sur
I’expression de I’opéron foo. Par des techniques d’empreinte de protection a la
DNasel, les sites de liaison de Lrp sur I’ADN de la région régulatrice de foo, seront
déterminés et caractérisés. De plus, I’affinité de Lrp pour ceux-ci sera déterminée
dans différentes conditions. Pour déterminer et caractériser les sites de liaison de Lrp
sur I’ADN de la région régulatrice de foo, différents outils ont été mis au point. Les
différents régulateurs tels que Lrp et Fool ont été produits sous forme de protéines de
fusion et purifiés pour simuler in vitro les conditions de régulation. De surcroit, les
régions régulatrices ont été produites, purifiées, marquées au >°P et testées grace a la

méthode d’empreinte génomique.
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Ces travaux nous permettront dans un futur rapproché de caractériser les interactions
moléculaires entre les différents régulateurs, et entre I’ADN et ces régulateurs,
complexés ou non entre eux, interactions qui influencent la régulation de I’expression
de 'opéron foo. En conclusion, nous avons produit des protéines régulatrices (Lrp et
Fool) exercant un effet sur I’expression de I’opéron foo et nous avons tenté de mettre
au point la méthode d’empreinte génomique pour déterminer et caractériser les sites

de liaison de Lrp sur I’ADN de la région régulatrice de foo.

Mots clés :
Escherichia coli/ septicémie/ fimbriae/ régulation/ Leucine-responsive regulatory
protein (Lrp)/ Fool/ protéine de fusion/ variation de phase/ transcription basale/

empreinte génomique a la DNasel.



Abstract

The synthesis of fimbrial adhesins, such as F165, found in strains of Escherichia coli
O115:KV165 5131 and 4787 which are responsible of septicemia in piglets and
calves, undergoes a complex regulation in response of many environmental factors.
This regulation controls the level of steady-state transcription and the quantity of
bacteria who synthesized the fimbriae, resulting in phase variation in the population.
In the past, our laboratory has demonstrated that leucine and alanine highly inhibit the
production of F165, by repressing basal transcription of the foo operon coding for this
adhesin. However, the molecular mechanisms by which those aliphatic amino acids
act are not well understood. We know that the global regulator Lrp plays a role in
phase variation and in regulation mechanisms, and this involves the steady-state
transcription. However, the biological role of phase variation of F165; is poorly
known. In environmental conditions where most of adhesion systems are in OFF
phase, F165, strains are mostly in ON phase. But, when we compare F165; system
with is homologous, Pap-17, we observed a small number of differences in specific

regulator sequences and also in the regulatory region sequence.

The main goal of our laboratory is to understand the molecular mechanisms leading
the action of Lrp and Fool and their effects on the expression of the foo operon. By
DNasel footprint technique, Lrp binding sites on the regulatory region of foo, will be
determined and characterized. Moreover, the affinity of Lrp for these sites will be
determined in different conditions. For the determination and the characterization of
the binding sites of Lrp on the regulatory region of foo, many tools have been
produced. The different regulators such as Lrp and Fool were produced as fusion
protein and purified to simulate in vitro the regulation conditions. Furthermore, the
regulatory regions were labeled with **P, purified and tested with the DNasel
footprint technique. The sequences protected by Lrp were analyzed using DNasel

footprint technique in presence or absence of alanine.

This work will allow us, in a near future, to characterize molecular interactions
between the different regulators and the DNA. It will also allow us to understand the

interaction between the DNA and those regulators, together or not, and how those
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interactions influence the regulation of the expression of the foo operon. In
conclusion, we have produced regulatory proteins, such as Lrp and Fool and we have
attempt to set up a DNasel footprint technique for the determination and the

characterization of the binding sites of Lrp on foo operon regulatory region.

Keywords:
Escherichia coli/ septicemia/ fimbriae/ regulation/ Leucine-responsive regulatory
protein (Lip)/ Fool/ fusion protein/ phase variation/ steady-state transcription/ DNasel

footprint.
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SECTION I- Introduction



Problématique

Les souches 4787 et 5131 d’Escherichia coli O115:KV165, produisant les antigénes
fimbriaires F165;, sont associées & la septicémie chez les porcelets et les veaux
(Fairbrother et al., 1986). L’opéron foo, qui code pour F165,, présente une
organisation génétique similaire & I’opéron pap qui est le principal membre de la
famille des pili de type P (Daigle ef al., 2000; Harel et al., 2000). L’expression de
Joo est soumise a une régulation complexe en réponse a différents facteurs
environnementaux. Cette régulation contrdle d’une part, le niveau de la transcription
basale et d’autre part, la quantité de bactéries synthétisant 1’adhésine au sein d’une
méme population (Harel et al., 2000). L’expression de F165; est dépendante, comme
pour son homologue Pap, de plusieurs régulateurs globaux tels que CRP et Lip, ainsi
que de certains régulateurs spécifiques tels que Fool et FooB, qui sont des

homologues des régulateurs Papl et PapB (Harel et al., 2000; Daigle et al., 2000).

Comme pour la plupart des fimbriae, I’expression de F165; n’est pas constitutive.
Elle se produit seulement dans un environnement particulier et est modulée par
plusieurs conditions environnementales (Daigle et al., 1997) permettant ainsi une

économie importante d’énergie (Harel et Martin, 1999).

Cependant, dans des conditions environnementales ot la plupart des systémes
d’adhésion sont en phase OFF, les souches F165; sont majoritairement en phase ON.
Lorsqu’on compare les systemes Pap-17 et F165;, on remarque des différences de
séquence pour les régulateurs spécifiques de I’opéron (I et B) ainsi qu’au niveau de la
région régulatrice intercistronique. De plus, la présence de deux acides aminés (la
leucine et I’alanine) dans le milieu de croissance de la bactérie réprime de fagon
considérable la biosynthése de F165, (Daigle et al, 1997; 2000) tandis que ces
mémes acides aminés n’ont aucune influence sur la production du fimbriae Pap. La
leucine et P’alanine pourraient servir d’indicateur des conditions nutritionnelles
rencontrées par la bactérie selon Newman (Newman et al, 1992; 1995). Le
mécanisme moléculaire par lequel ces acides aminés agissent sur ’expression du
fimbriae est mal connu. Cependant, il a été démontré que I’action de la protéine Lrp

envers certains promoteurs cibles est modifié par la leucine et I’alanine (Zhi et al.,
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1999; Chen and Newman, 1998; Ricca et al., 1989) de fagon agoniste ou antagoniste

selon le cas.

L’objectif majeur de notre étude consiste 4 comprendre les mécanismes moléculaires

de I’action de Lrp et des régulateurs tels que Fool et FooB ainsi que I’effet qu’ils
peuvent exercer sur I’expression de 1’opéron foo. Par des techniques d’empreinte
geénomique a la DNasel, les sites de liaison de Lrp sur I’ADN de la région régulatrice
de foo, seront déterminés et caractérisés. De plus, I’affinité de Lrp pour ceux-ci sera
déterminée dans différentes conditions (absence versus présence d’alanine ou de
leucine). Pour ces expériences, les différents régulateurs tels que Lrp et Fool ont été
produits sous forme de protéines de fusion et purifiés. De plus, les régions
régulatrices ont été produites, purifiées, marquées au 32p et testées. Finalement, un
début de mise au point a été fait pour les techniques d’empreinte génomique 2 la
DNasel et de séquengage chimique a I’aide de la méthode de Maxam-Gilbert pour la
région régulatrice de 1’opéron foo. Ces travaux nous permettront de caractériser les
interactions moléculaires entre les différents régulateurs, et entre ’ADN et ces
régulateurs, complexés ou non entre eux, interactions qui influencent la régulation de

I’expression de 1’opéron.

En conclusion, nous espérons comprendre comment des protéines régulatrices (Lrp)
ainsi que des homologues de Papl et PapB (Fool et FooB) peuvent exercer un effet

sur ’expression de 1’opéron foo.



SECTION II- Recension de Littérature



Recension de littérature

Premiére partie : Généralités concernant Escherichia coli

1.1 La pathogénie d’Escherichia coli

C’est en 1885, qu’Escherichia coli fut décrit pour la premiére fois, par Theodor
Escherich. Il le caractérisa comme un batonnet Gram-négatif, non-sporulant de la
famille des Enterobacteriaceae. De plus, il le classa comme un organisme qui survit
de matiéres organiques inertes (saprophyte) (Orskov et Orskov, 1985). Il a été
démontré plus tard que certaines souches d’E. coli sont pathogénes et causent chez
I’animal une grande variété d’infections intestinales et certaines infections
extra-intestinales, telles que des septicémies, des méningites, des polysérites, des
cystites, des pyélonéphrites et autres infections du tractus urinaire (Salyers et Whitt,
2002; Orskov et Orskov, 1985). Chez le porcelet et le veau, la majorité des E. coli
qui sont responsables de diarrhée appartiennent a la catégorie des E. coli
entérotoxigéniques (ETEC) (Salyers et Whitt, 2002). Ces souches peuvent causer une
diarrhée aqueuse en colonisant le petit intestin et en produisant différents facteurs de
virulence (Salyers et Whitt, 2002). Cette colonisation est le résultat de 1’adhérence de
la souche pathogéne sur la muqueuse intestinale soit de fagon non spécifique par
I’intermédiaire d’interactions hydrophobes et/ou électrostatiques entre les bactéries et

les cellules de I’héte, soit de fagon spécifique par I’intermédiaire d’adhésines.

Les mécanismes de virulence des souches d’Escherichia coli, qui sont responsables
d’infections systémiques ou localisées, sont complexes et particllement caractérisés.
Ces mécanismes se résument en la capacité a coloniser la muqueuse intestinale, a
envahir les tissus extra-intestinaux, a résister a I’effet bactéricide du complément,
survivre et & se multiplier dans les fluides corporels malgré la faible concentration en
fer, a échapper a la phagocytose et a la destruction intracellulaire par les phagocytes,
et a induire des dommages tissulaire en libérant des cytotoxines (Orskov et Orskov,
1985). Plusieurs facteurs de virulence sont associés a la capacité de causer des
infections extra-intestinales tel que les lipopolysaccharides (LPS), les hémolysines,
les entérochélateurs (augmentation de la captation du fer), la capsule (antigéne K)

(Korhonen et al., 1985; Orskov et Orskov,1985), le plasmide ColV et ’aérobactine
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(Aguero et al., 1989), les antigénes favorisant I’hémagglutination mannose-résistante
(MRHA, P, S, 31A, F165) ainsi que les fimbriae (Contrepois ef al., 1989; Fairbrother
et al., 1986; Korhonen et al., 1985) (figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique d’une cellule d’Escherichia coli interagissant avec les tissus de I’hdte, soulignant les
facteurs de virulence bactériens. Les protéines membranaires impliquées dans le transport et la résistance au sérum
sont indiquées par des carrés, triangles et ronds noirs. (ME, membrane externe; MI, membrane interne; LPS,
lipopolysaccharide). (Figure adaptée de Johnson, Clinical Microbiology Reviews, 1991).

1.2 Le facteur de virulence - fimbriae

La colonisation est 1’étape primordiale dans la majorité des infections causées par
Escherichia coli. Lorsque la bactérie rencontre la surface d’une cellule héte, il doit y
avoir adhésion pour permettre la colonisation et I’invasion bactérienne. L’adhésion
est essentielle dans des endroits tels que la bouche, le petit intestin et la vessie
puisque leurs surfaces muqueuses sont constamment nettoyées par le flux des liquides
biologiques (Salyers et Whitt, 2002). Ce sont des filaments de petit diameétre (2 4 10
nm, rigides ou flexibles, de nature protéique) situés a la surface des bactéries Gram-

négatifs et que I’on nomme pili ou fimbriae (Sauer et al., 2000; Low et al., 1996) qui
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procurent cette adhérence. Les fimbriae sont formés d’une sous-unité majeure
nommeée piline, de plusieurs sous-unités mineures ainsi que de ’adhésine qui est
responsable de I’adhésion au récepteur (Low et al., 1996). 1l est possible pour E. coli
d’exprimer différents types d’adhésines reconnaissant spécifiquement divers
récepteurs, généralement de nature glycolipidique ou glycoprotéinique, présents 2 la
surface des cellules cibles (Salyers et Whitt, 2002). Les fimbriae, a ’aide de leurs
adhésines, €tablissent ainsi le lien entre la cellule eucaryote et 1a bactérie. Cependant,
certaines adhésines ne font pas partie d’un pili et de ce fait, sont considérées comme

des adhésines afimbriaires (Dr, AFAI, AFAII) (Salyers et Whitt, 2002).

Il est important de noter que I’adhérence est une fonction trés spécifique. Par
exemple le «pyelonephritis associated pili» (codé par ’opéron pap) est un fimbriae
possédant une adhésine spécifique pour les antigénes P des érythrocytes humains
(fimbriae P) et est associé aux infections du tractus urinaire (Lund et al., 1987). Cette
spécificité est essentielle pour permettre a la bactérie d’exprimer les fimbriae
appropriés & chacun des sites spécifiques chez I’héte. Un autre exemple, 1’opéron fim
qui code pour le fimbriae de type 1, posséde une spécificité de liaison unique pour les
récepteurs possédant du mannose (Gally et al., 1993). L’adhésine S, quant a elle, fait
partie d’un groupe important d’adhésines MR et est associée aux souches
d’Escherichia coli responsables de méningites néonatales et de septicémies (Hacker

et al., 1985; Korhonen et al., 1985).

Les fimbriae sont également caractérisés par une biosynthése finement régulée.
L’expression de leurs génes est influencée par des régulateurs globaux tels que H-NS
et Lrp et par plusieurs autres régulateurs spécifiques (Harel et Martin, 1999). La
production de ces fimbriae, qui n’est pas constitutive, est influencée par les
conditions environnementales qui entourent la bactérie. Lorsque la bactérie détecte
I’environnement ou elle se trouve, elle module ’expression des génes selon leur

nécessité a étre exprimés.



Deuxieme partie : Le complexe F165

2.1 Les souches d’Escherichia coli F165-positives

L’antigéne fimbriaire F165, produit par des souches d’Escherichia coli qui causent
des septicémies chez le porcelet et qui posséde un schéma d’hémagglutination
résistant au mannose, est présent chez des souches d’E. coli non-entérotoxigéniques
(Dezfulian et al., 2001; Fairbrother et al., 1986). Cet antigéne se retrouve aussi chez
des isolats d’E. coli qui proviennent de veaux et de porcelets atteints de diarrhée
(Contrepois et al., 1989; Fairbrother et al., 1986) et des humains atteints de
septicémie (Cherifi et al., 1990). Néanmoins, avec un modele d’infection
expérimental chez le porcelet, la majorité des isolats F165-positifs d’origine
intestinale ou extra-intestinale induisent des polysérites ou des septicémies, mais
rarement des lésions entériques ou une diarrhée (Dezfulian ef al., 2004; Fairbrother et
al., 1993; Fairbrother et al., 1989). Selon Harel et ses collaborateurs (1991), un
nombre restreint de sérogroupes, majoritairement 08, 09, 015, 078, 0101 et O115,

sont retrouvés dans les isolats F165-positifs.

Lors d’une ¢tude effectuée sur 91 souches F165-positives, de nombreux facteurs de
virulence ont été identifiés. Selon les auteurs (Harel ef al, 1993), ces facteurs seraient
impliqués dans la pathogénie chez les bactéries responsables de maladies extra-
intestinales. Faisant partie de ces facteurs de virulence, il y a notamment : la
résistance a I’effet bactéricide du sérum, probablement lié a la présence d’une capsule
polysaccharidiques ou de LPS; la production de colicine V; la présence d’un
systtme d’aérobactine et la production d’hémagglutination mannose-résistante
(MRHA) (Dezfulian et al., 2004; Dezfulian et al., 2003; Harel et al.,1993; Ngeleka
et al., 1992). Dans les isolats F165-positifs on retrouve, en plus du facteur F165, de
nombreuses adhésines pouvant se fixer avec divers récepteurs indépendants. Harel et
ses collaborateurs (1991) ont démontré, en examinant 160 souches d’E. coli
F165-positives par hybridation de colonies dans le but de détecter la présence des
opérons pap (codant pour le pili Pap), afa (codant pour le pili Afa) et sfa (codant pour
le pili S) (ainsi que leurs de séquences apparentées respectives), que le systéme pap
était prédominant chez les isolats F165-positifs. Harel et ses collaborateurs (1991)

ont aussi démontré que le systéme pap pouvait étre retrouvé en association avec le
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systéme afa ou sfa mais que les systémes afa et sfa ne sont jamais détectés ensemble
dans un méme isolat. La grande diversité de ces adhésines permettrait d’augmenter la
virulence de la souche E. coli et serait nécessaire pour la reconnaissance et la fixation

aux divers récepteurs durant la progression de I’infection extra-intestinale (Dezfulian,

thése de doctorat, 2003; Dezfulian et al., 2003; Harel ef al., 1991).

2.2 Description du complexe fimbriaire F165

C’est en 1988 que Fairbrother et ses collaborateurs ont décrit les antigénes fimbriaires
F165 comme étant rigides, longs et d’un diamétre de 5 a 8 nm (Fairbrother et al.,
1988). Pour les souches 4787 et 5131 d’Escherichia coli O115:KV165 : F165, le
complexe fimbriaire F165 est constitué de deux fimbriae génétiquement et
sérologiquement distincts. Tout d’abord le fimbriae F165, d’approximativement
18.5 kDa ainsi que le fimbriae F165, de 17.2 kDa (Harel et al., 1995; Harel ef al.,
1992; Dubreuil et Fairbrother, 1992; Fairbrother ef al., 1988).

2.2.1 Robles des fimbriae F165, et F165, chez E. coli O115:KV165

Dans le but d’évaluer le réle du systéme fimbriae F165, dans la septicémie, une étude
sur des porcelets gnotobiotiques de deux jours a été réalisée. Ils ont été inoculés
intra-gastriquement avec la souche sauvage 5131 d’E. coli O115:KV165 : F165 ou
avec la souche mutante TnphoAd F165,-négatif afimbriaire M48 (Ngeleka et al.,
1993). Les porcelets inoculés avec la souche 5131 ont développé des signes cliniques
(perte d’appétit, faiblesse musculaire, réduction des mouvements, manque de
coordination motrice) et étaient mourant 48 heures apres 1’inoculation. De plus, lors
de la nécropsie, des bactéries infectieuses ont été isolées de différents organes. La
souche 5131 a été isolée dans le sang des porcelets inoculés six heures seulement
apres 1’épreuve. Par contre, les porcelets inoculés avec la souche mutante M48 n’ont
développé que de légers signes cliniques et ce, 96 heures apres I’inoculation. De

surcroit, aucune bactérie mutante n’a été isolée dans le sang de ces porcelets inoculés.
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Ngeleka et ses collaborateurs (1993) ont démontré que F165; n’est pas impliqué dans
Pattachement de la bactérie aux cellules de I’épithélium intestinal ou dans leur
translocation a travers la barriere intestinale. Lors d’une étude compétitive dans
laquelle la souche 5131 et le mutant M48 ont été inoculés simultanément, les porcs
ont développé des signes cliniques de septicémie 24 heures aprés I’inoculation. Dans
cette expérience, seule la souche sauvage 5131 a été isolée dans le sang des porcs

inoculés.

Il a donc été établi, face a ces résultats, que le systéeme fimbriaire F165; d’E. coli
0O115:KV165 joue un role important dans ’habileté de la bactérie & survivre dans le
sang et a se disperser dans son héte porcin (Ngeleka et al., 1993). De plus, selon
Ngeleka et ses collaborateurs (1994), F165; dirigerait I’attachement de la bactérie sur
les leucocytes polymorphonucléaires porcins (PMNLs). En comparant avec le mutant
F165;-négatif, il a été déterminé que la présence du fimbriae F165; chez la souche
pathogéne 5131 d’E. coli est fortement reliée a la résistance de la bactérie aux
mécanismes bactéricides des PMNLs (Ngeleka et al., 1994). Cette résistance semble
étre due a I’inhibition de la réponse oxydative. Dans le but de confirmer que le
fimbriae F165, est impliqué dans cette inhibition Ngeleka et Fairbrother (1999) ont
évalué les effets des souches F165,-positive et F165;-négative sur la réponse
oxydative de neutrophiles porcins (pNs) stimulé avec du phorbol myristate acétate
(PMA). L’incubation de pNs avec la souche pathogene 5131 résulte en une inhibition
significative de la réponse oxydative comparativement aux pNs incubés avec les
bactéries F165;-négatives, selon les résultats aux tests sur la quantification du
peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et de ’anion superoxyde (O;e¢’) relaché par les cellules

phagocytaires.

Pour ce qui est du rdle de F165;, dans la virulence de la bactérie, les mécanismes

demeurent trés peu connus (Daigle et al., 2000).

2.2.2 Propriétés d’adhésion de F165; et F165,

Les souches extra-intestinales d’Escherichia coli peuvent étre distinguées par les

adhésines fimbriaires qu’elles produisent et par la spécificité de ces adhésines pour
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leurs récepteurs. Les fimbriae de type P représentent le groupe majeur des fimbriae
mannose-résistants associés aux infections du tractus urinaire. Ils possédent une
adhésine (PapG) qui reconnait la partie «-D-galactopyranosyl-(1-4)-B-D-
galactopyranose (Gal-Gal) qu’on retrouve sur les cellules uro-épithéliales et sur les
érythrocytes humains possédant I’antigéne sanguin de groupe P (Lund e al., 1987).
D’une part, I’opéron prs (homologue de 1’opéron pap) code pour un fimbriae de type
P possédant une adhésine Prs (PrsG). Cette derniére lie préférentiellement la portion
galactose-N-acétyl-o-(1-3)-galactose-N-acétyl (GalNac-GalNac) présente au niveau
de I’antigeéne de Forssman (constituant majeure des érythrocytes de mouton). D’autre
part, F165, porte une adhésine G de classe III similaire a celle des PrsG. Cette
adhésine reconnait la portion GalNac-GalNac sur I’antigéne de Forssman mais differe
de PrsG parce qu’elle n’agglutine pas les érythrocytes porcins (Fairbrother et al.,
1993; Harel et al., 1992; Lund et al., 1987). En résumé, on peut dire que F165;
appartient génétiquement a la classe fimbriaire P mais posséde une adhésine ayant
une structure et une spécificité de récepteur différente de celle de 1’adhésine G liant la
portion Gal-Gal associée au P (Harel ef al., 1992). F165,, quant a lui, posséde une
adhésine similaire au fimbriae F1C (famille des fimbriae de type S) et ne posséde

aucune propriété d’adhésion spécifique connue (Harel et al., 1995).

2.2.3 Description génétique des fimbriae F165, et F165,

L’opéron foo code pour le fimbriae F165,. Cet opéron présente une organisation
génétique homologue a ’opéron pap codant pour le fimbriae P (Daigle et al., 2000).
La sous-unité majeure de 18.5 kDa (F165;A) du fimbriae F165, est apparentée a celle
du fimbriae F11 (membre de la famille fimbriaire P). Les sous-unité mineures F165,
E, F et G, quant a elles, sont apparentées aux sous-unités Prs E, F et G du fimbriae

Prs (membre de la famille fimbriaire P) (Maiti et al., 1994).

L’opéron fot code pour le fimbriae F165,. Cet opéron présente une organisation
génétique semblable a celle de opéron sfa codant pour le fimbriae Sfa chez la
souche 536 (Daigle et al., 2000). La séquence en acides aminés de la sous-unité

majeure (F165,A) du fimbriae F165, ainsi que les séquences des sous-unités
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mineures F165, F, G et H sont comparables a celles des antigénes fimbriaires S et
F1C (Dezfulian et al., 2003). Ces derniers sont produits par les souches d’E. coli

causant des septicémies, des infections du tractus urinaire et des méningites

néonatales (Harel et al., 1995; Dubreuil and Fairbrother, 1992).

Le profil génotypique de virulence des bactéries Escherichia coli positives pour
F-165 et la présence d’ilot de pathogénécité (PAIs) ont été étudiés dans 18 souches
isolées de porcs et porcelets malades. Selon leur phénotype et génotype, ces souches
ont ¢té classees en trois groupes. Les souches du groupe 1 étaient positives pour foo
et fot et les souches des groupes 2 et 3 étaient respectivement positives pour foo et afa
ou on a retrouvés des génes de virulence dont la plupart sont présents chez des
souches d’E. coli causant des Iésions extra-intestinales (ExXPEC). Chez les souches
du groupe 2 quoique positives pour iucD, tral, papC et la variante papA qui code
pour le fimbriae F11, la distribution des génes de virulence retrouvés dans les PAIs
€tait souvent différente. L’alléle papG III a été détecté dans toutes les souches du
groupe 1 et une souche du groupe 3. Toutes les autres souches étaient négatives pour
les alléles connus qui codent pour 1’adhésine PapG. L’association des génes de
virulence avec les génes d’ARNt a été caractérisée chez ces souches par la technique
d’¢lectrophorése & champs pulsés et par hybridation de I’ADN génomique avec des
sondes correspondantes aux génes d’ARNt et de virulence. Le site d’insertion de
’opéron foo est dans le locus d’ARNt pheU chez 16 des 18 souches et dans le locus
d’ARNLt selC des deux autres souches. De plus, huit des 18 souches portent I’ilot de
pathogénie élevée (high pathogenicity island; HPI) qui est inséré soit dans le locus
d’ARNt asnT ou dans le locus d’ARNt asnVIU. Lors d’infections expérimentales, il
a €té observé que les souches F165-positives partagent certains caractéres de
virulence d’ExPEC et que la plupart d’entre elles sont pathogénes chez les porcelets

(Dezfulian et al., 2003).

La souche septicémique d’E. coli 4787 (0115 : K-: H51 : F165) d’origine porcine
posséde au moins deux flots de pathogénicité. PAI 4757 contient I’opéron foo comme
seul déterminant de virulence. L’analyse de la séquence du PAI L7, qui est

d’environ 20 kb, révéle un géne potentiel de 1’intégrase P4 et est localisé  proximité
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du geéne de I’ARNt spécifique de la phénylalanine, & 94 minutes sur le chromosome
d’E. coli. PAI Il4787 qui fait au moins 35 kb, contient I’opéron for et est localisé a
6 minutes sur le chromosome d 'E. coli, entre les génes proA et yagU. De plus, I’ilot
contient des génes qui codent pour un systtme putatifs Iro (IroBCDEN) de
sidérophore d’entérochéline retrouvé chez E. coli et Salmonella spp ainsi qu’une
partie des génes de la colicine V. Ainsi, les souches F165 contiennent des PAIs dont
la composition génique est similaire a celles retrouvés chez les souches EXPEC. Ces
PAIs ont probablement été acquis par transfert horizontal de génes (Dezfulian ef al.,

2004).

Les souches F165 sont porteuses de phages. Dans la souche 4787, aprés induction a
la mitomycine, seules des structures ressemblant & des queues et des tétes de phage
ont été observées au microscope électronique (Dezfulian, thése de doctorat, 2003).
Pour la souche 1401, des structures complétes de phage ont été observées et les
caractéristiques permettent de le classer comme un Myovirus. Ce phage contient un
ADN linéaire double-brin d’environ 50 kb. Afin de déterminer si les génes de
fimbriae (foo, fot et afa) sont associés aux phages, des analyses des lysats de phages
ont été réalisées. Cependant ces dernieres se sont avérées négatives (Dezfulian, thése
de doctorat, 2003). Ainsi, les ilots de pathogénie et les phages participent a la

complexité génétique des souches ExXPEC F165-positives.

2.3 Organisation génétique des opérons foo et pap

2.3.1 Les régions régulatrices des opérons foo et pap

Récemment, les séquences nucléotidiques de la région régulatrice de 1’opéron foo, des
souches 5131 et 4787 (codant pour F165;) ont été déterminées et présentent une
organisation génétique similaire a celle retrouvée chez 1’opéron pap (Figure 2). De
plus, les régions régulatrices des opérons foo des souches 5131 et 4787 sont
identiques (Daigle et al., 2000; Harel et al., 2000) et sont homologues a celle de
pap-17 a 93.1% ainsi qu’avec celle de pap-21 & 92% chez la souche C1212 (Blyn et

al., 1989).
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———— 102 pb

GATC I

Figure 2 : Organisation de la région régulatrice de I’opéron pap. Les six zones grises carrées correspondent aux sites de
liaison de Lrp. Les zones rectangulaires rouges correspondent aux sites de liaison de PapB. La zone rectangulaire
jaune correspond au site de liaison de CRP. 1l est 4 noter que cette figure n’est pas a I’échelle (Figure adaptée de
Dezfulian et al., 2001).

La région régulatrice de 1’opéron foo contient deux cadres de lecture ouverts, orientes
en directions opposées et qui codent pour les génes fool et fooB. Deux promoteurs
divergents (pBA et pl) sont placés de fagon homologue & ceux de ’opéron pap
(van der Woude et al., 1992 ; Goransson et al., 1989b). De plus, la région
intercistronique entre fool et fooB contient deux sites GATC (GATC-I et GATC-II)
séparés par 102 pb. Ces derniéres caractéristiques sont trés représentatives des
membres de la famille de pap. 1l est a noter que la régulation de pap est modulée par
]a méthylation différentielle de ces sites GATC et par la protéine Lrp. De surcroit, six
sites putatifs de liaison pour la protéine Lrp (GnnnTTT) (Nou et al., 1995), dans la
méme optique que pour pap, ont été identifiés dans la région intercistronique de foo
(Figure 2). Chacun de ces sites est séparé par environ trois tours hélicaux. Les sites
de liaison 1, 2 et 3 de la protéine Lrp sont proximaux par rapport au promoteur pB4
tandis que les sites 4, 5 et 6 sont distaux. Les sites de méthylation GATC-I et
GATC-II sont situés respectivement au niveau des sites de liaison 5 et 2 de la protéine
Lrp (Nou et al., 1995). De plus, un site potentiel de liaison pour la protéine CRP a
été localisé dans la région régulatrice entre —203 et —229 pb par rapport au site
d’initiation de la transcription de fooBA (Goransson et al., 1989b), de fagon
homologue 4 papBA. De surcroit, un site potentiel de liaison pour la protéine CpxR
serait présent entre les sites de liaison putatifs 5 et 6 dans la région régulatrice de foo
(Dezfulian et al., 2001). Finalement, trois séquences identiques aux sites de liaison
de la protéine régulatrice PapB sont aussi retrouvées dans la séquence de foo, deux
dans la région régulatrice (site 1 et 2 localisé par rapport 4 pB4 a —285 et —234 pb, et

a-27 et +6, respectivement) et une dans la séquence codante de fooB (site 3 localisé a
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+92 et +125 par rapport a pBA4) (Xia et al., 1998; Forsman et al., 1989). Considérant
le haut degré d’homologie entre les protéines PapB et FooB, ces séquences sont des

sites potentiels de liaison de FooB.

2.3.2 L’organisation de la région codante de I’opéron foo et de I’opéron pap

La région codante de I’opéron foo présenterait une organisation génétique similaire a
celle de pap (Figure 3) si on se base sur les homologies de séquences nucléotidiques
(Daigle et al., 1997). L’opéron pap est composé de 11 génes, qui codent pour
I’adhésine (papG), pour des protéines d’assemblage (pap H, C, D, J), pour des sous-
unités mineures (pap K, E, F), pour une sous-unité majeure (papA) et finalement pour
des protéines régulatrices (pap! et papB) (Kuehn et al., 1992). De plus, le systéme

génétique pap posséde deux promoteurs divergents (Baga et al., 1985).

Composantes de la fibrille

| |
THEHE- T HIEE o A EHAH s

Opéron pap

Régutation Sous- Protéine Protéine Chaperone Protéine  Protéine Protéine
unité d'ancrage plate-forme periplasmique  d'intégrité  adaptatrice adaptatrice
majeure Composante Adhesine
majeure de
la tibrille

Figure 3 : Organisation génétique de la région codante de I'opéron pap. La fonction des protéines codées par chacun des

génes est indiquée (figure adaptée de Daigle ef al., 1997).

Le promoteur p/ contréle seulement la transcription du geéne papl tandis que le
promoteur pBA contr6le la transcription des autres génes de 1’opéron pap, soit
papBAHCDJKEFG. Les deux premiers cistrons exprimés a partir du promoteur pBA4,
papB et papA, sont co-transcrits en un seul ARNm (Baga et al., 1988; Baga et al.,
1985). L’expression différentielle des deux premiers génes B et A, est réalisée grace
a un clivage endonucléotidique post-transcriptionnelle de ’ARNm par I’enzyme
RNaseE dans la région intercistronique papB-papA (Nilsson et al., 1996; Nilsson et
Uhlin, 1991) (Figure 4).
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Figure4 : Régulation post-transcriptionnelle de I'opéron pap (figure adaptée de Nilsson ef al., 1996).

Ce clivage est suivi d’une dégradation de I’ARNm correspondant 3 papB (demi-vie
de 2,5 minutes) et de I’accumulation de I’ARNm correspondant & pap4 (ARNm-A)
qui est plus stable (demi-vie de 27 minutes) (Nilsson et Uhlin, 1991; Baga et al.,
1988). L’accumulation excessive de I’ARNm-A améne une augmentation du niveau
d’expression de la piline majeure PapA, contrairement & ’expression de la protéine

régulatrice PapB (Nilsson et al., 1996; Nilsson et Uhlin, 1991).

2.3.3 Les rdles et caractéristiques des produits codés par les génes de ’opéron foo et

de opéron pap

Les produits des génes constituant 1’opéron foo peuvent étre regroupés en trois
classes selon leurs fonctions.  Premieérement les protéines de régulation,
deuxiémement les protéines structurelles du fimbriae et finalement les protéines
impliquées dans I’assemblage du fimbriae. Ces fonctions seraient similaires a celles
déja démontrées au niveau des produits géniques de ’opéron pap. Les prochaines
lignes décriront les fonctions des protéines codées par I’opéron pap et par conséquent

celles de I’opéron foo qui sont homologues.
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Protéines régulatrices

Les protéines synthétisées grace aux geénes pap! (Papl) et papB (PapB) sont
impliquées dans la régulation transcriptionnelle de 1’opéron pap (Low et al., 1996).
Le r6le de ces protéines sera traité en détail dans la section sur la variation de phase

de cette revue.

La séquence nucléotidique de I’opéron papl7 de la souche C1212 d’E. coli a été
comparée a celle de foo chez la souche 4787 (O115:KV165 : F165) (accession No.
L07420) (Daigle et al., 2000; Harel et al., 2000). Dans cette étude, il a été démontré
que la séquence en acides aminés de Fool chez la souche 5131 est identique 4 celle de
4787 et a celle de PapI-21. D’un autre coté, cette derniére differe d’un acide aminé
en position 17 (Asp pour Asn) de la séquence de Papl-17. Pour ce qui est de la
séquence en acides aminés de FooB pour la souche 5131, celle-ci est identique a celle
de la souche 4787, cependant elle présente trois changements dans la région
N-terminale aux positions 9 (Arg pour Glu), 13 (Ala pour Val) et 51 (Met pour Thr)
lorsqu’on la compare a celle de PapB-17. D’un autre c6té, la séquence de FooB
différe de celle de PapB-21 aux positions 12 (Arg pour Glu) et 16 (Ala pour Val) et
posséde deux résidus supplémentaires en position C-terminale. De plus, PapB-21
possede trois acides aminés additionnels en position N-terminale, absents chez FooB

(Daigle et al., 2000).

Protéines structurelles de Pap

Les fimbriae Pap sont fait d’une portion basale longue et rigide (la piline) et d’une
structure hélicoidale ouverte orientée vers la droite, courte et flexible (la fibrille)

(Low et al., 1996) (Figure 5A).

La piline est constituée majoritairement de la répétition de la sous-unité PapA (Baga
et al., 1984). Pour F165, la séquence en acides aminés de la protéine F165,A a été
comparée avec la séquence correspondante chez Pap et chez d’autres fimbriae de type
P (Maiti et al., 1994). Les analyses ont démontré que F165,A est trés similaire aux

séquences de la protéine majeure correspondante chez le fimbriae F11.
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La fibrille est composée majoritairement de plusieurs sous-unités PapE (Kuehn ef al.,
1992). A I’extrémité distale de la fibrille on retrouve I’adhésine, cette structure qui
permet la reconnaissance par le fimbriac de son récepteur spécifique présent sur la
cellule eucaryote. Chez le pili Pap, I’adhésine est la protéine PapG et celle-ci lie le
sucre Gal(al—>4)Gal et est nécessaire pour le développement de la pyélonéphrite

(Kuehn et al., 1992; Lund et al., 1987).

De surcroit, I’opéron pap code pour deux protéines adaptatrices. Premiérement PapK
qui permet la liaison de la piline 2 la fibrille et deuxiémement PapF qui lie la fibrille 4
I’adhésine et est essentielle pour 1’adhésion du fimbriae & son récepteur (Figure 5A)

(Jacob-Dubuisson ef al., 1993; Lund et al., 1987).

Protéines d’assemblage du fimbriae Pap

On a identifié quatre protéines qui jouent un réle essentiel dans la biogenése du pili

Pap.

Tout d’abord, PapD est une protéine chaperon périplasmique qui interagit avec les
sous-unités nouvellement transloquées en les transportant a travers I’espace
périplasmique (Figure 5B). Cette protéine lie les sous-unités correctement pliées, les
stabilisent et forme une surface interactive prévenant une agrégation prématurée dans
le périplasme (Lindberg et al., 1989). PapD est aussi requise pour la stabilisation des
sous-unités PapA, PapE, PapF, PapG, PapK et PapH (Soto et Hultgren, 1999;
Thanassi et al., 1998a; Lindberg et al, 1989). Lorsque formé, le complexe
PapD/sous-unités devient la cible d’une protéine plate-forme située dans la membrane

externe.

Deuxiemement le polypeptide PapC (codé par le géne papC) est localisé au niveau de
la membrane externe de la bactérie et forme une plate-forme qui permet I’assemblage
des sous-unités du fimbriae (Thanassi et al., 1998a; Thanassi et al., 1998b). Le
complexe PapC est constitué de six sous-unités qui forment un pore a travers la
membrane externe et facilite 1’assemblage du fimbriae (Thanassi et al., 1998a;

Thanassi et al., 1998b). De plus, la protéine plate-forme semble avoir un réle plus
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actif que le simple fait d’étre un pore de diffusion. PapC semble reconnaitre les
complexes chaperon/sous-unité selon leur position finale dans le fimbriae (Soto et

Hultgren, 1999; Thanassi et al., 1998a).

A.

| 1Y 1

Membrane
externe

Périplasme

Membrane
cytoplasmique

—o dshA
— ppiA
—- virF
—» cpxP

Figure5: Modéle de I'assemblage du fimbriae Pap. (A) (Figure adaptée de Soto et Hultgren, 1999). (B) (Figure adaptée de
Jones et al., 1997).
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La protéine PapH, quant a elle, permet ’ancrage du fimbriae & la membrane en se
liant & sa portion basale (Figure 5B) (Baga et al., 1987). L’ancrage du fimbriae Pap a
la membrane de la bactérie est nécessaire pour son expression en surface. PapH joue

aussi un role dans la modulation de la longueur du fimbriae en ajustant la longueur du

fimbriae (Baga et al., 1987).

Finalement, le rdle de la protéine PapJ dans la biogenese du pili Pap n’a pas été le
sujet de beaucoup d’études et par conséquent est peu connu. Cependant, selon
Tennent et ses collaborateurs (1990), le géne papJ serait requis pour le maintien de
I’intégrité du pili Pap. Selon cette étude, PapJ serait une protéine périplasmique qui
n’aurait aucun effet sur les étapes de biosynthése pour I’expression en surface de Pap.
Elle assurerait plutot 1’assemblage adéquat, pour I’oligomérisation des sous-unités

PapA dans le pili, en agissant directement ou indirectement en tant que chaperon

moléculaire (Tennent et al., 1990).

2.4 Régulation de ’expression de Popéron foo et de I’opéron pap

2.4.1 Description des mécanismes de régulation

Le contrdle de I’expression génétique d’un pathogéne au cours d’une infection
s’avére une propriété importante pour sa survie dans 1’hote (Harel et Martin, 1999).
Cette régulation permet a la bactérie d’éviter I’expression inadéquate de facteurs de
virulence en certaines occasions. Elle permet aussi d’assurer leur expression rapide
lorsqu’ils sont requis (Salyers et Whitt, 2002). L’expression de fimbriae est controlée
4 un niveau transcriptionnel par deux mécanismes qui modulent d’un cdoté, le
pourcentage de cellules qui produisent des fimbriae dans une seule colonie (variation
de phase) (Figure 6A) et d’un autre c6té, la quantité d’antigénes a la surface d’une
seule cellule (transcription basale) (Figure 6B). Ces deux types de régulation sont
jumelés dans les cellules sauvages d’une méme population (figure 6C). La
transcription dans les cellules ON peut étre plus ou moins active, ce qui entraine la

synthése de plus ou moins de fimbriae pour une bactérie (Harel ez al., 2000).
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Le mécanisme de variation de phase est défini comme I’aptitude de passer de la phase
ON (ou il y a synthése de fimbriae) a la phase OFF (ou il y a absence de synthése de
fimbriae) et vice versa, suite a une réplication de PADN. Le role biologique de la
variation de phase de F165; est pour I'instant peu connu mais des théories ont été

proposées.

Figure 6 : Régulation transcriptionnelle de I’opéron foo. (A) Variation de phase. (B) Transcription basale. (C) Population
hétérogene résultant de la combinaison des deux types de régulation (figure adaptée de Crost et al.,2003).

Tout d’abord, la variation de phase serait une stratégie permettant I’adaptation de la
bactérie a différents environnements en produisant des cellules avec des phénotypes
variés ce qui favoriserait la survie en cas de changement environnemental brusque
(Henderson et al., 1999). De plus, la variation de phase serait un mécanisme qui
permettrait de contourner le systeme immunitaire de 1’hdte car les composantes de
surface sont trés immunogénes et par conséquent des cibles de choix pour les
anticorps (Henderson et al., 1999; Low, 1994; de Ree et van den Bosch, 1987; Low et
al., 1987).

Subséquemment, la variation de phase serait un mécanisme d’économie énergétique
puisque 1’expression constitutive de fimbriae serait métaboliquement trés coliteuse

(Low, 1994). Finalement, la variation de phase permettrait & la bactérie de se
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détacher des surfaces colonisées et de se propager chez 1’hdte ou vers un nouvel hote
(Henderson et al., 1999).

242 Le mécanisme de variation de phase de foo et de pap

Nous savons que la région régulatrice de foo a une organisation génétique similaire a
celle de pap (Figure 7), que les protéines Fool et FooB sont des homologues des
protéines Papl et PapB, et que la transcription de foo dépend des mémes régulateurs
globaux (Lrp et Dam) que pap (Crost et al., 2004; Dezfulian et al., 2001; Daigle et
al., 2000). En se basant sur ces faits, ’hypothése que la variation de phase de foo
(F165)) utilise un mécanisme similaire a celui de pap a été émise. Ce mécanisme
consiste en D’altération de la méthylation de ’ADN (un mécanisme épigénétique)

(Dezfulian et al., 2001; Daigle et al., 2000; Harel et al., 2000).

food787  ---CTCACTGTAACAAAGTTTCTTCGAATAATAAAAATCATGCTCTCTGTTATCA
f004787 ACGGAAAGGTATTTTTATTCTCTGTATTTGCTITATITGCGAAATTTAGTGAATTT

foo4787 GCTTTTTGTTGGCTTTATITGATGTGTGTCACATTTTGTGTGTTATTTITATGTGA

food4787 PAGGAAAGTCCSTAAAAATGCATTTAGA( TTTTATGOIGTAAATTCAATTC

food4787 ACCATGATGTTTTTATCTGAGTGTATTCTIGITGT[TGTGTTTTATTCTAGTTTG

fo04787 AT-TTTGTTIT-GT) A&Gﬂ’ AAAA GTTTAAATTAATATTTACAACATAAAAAA]

foo4787 CTAAATTTAACTTATTGCGTGAAGAGTATTTCCGGGCCGGAAGCATATATTCAGG

foo4787 GGCCCGACAGAAGGGGGAAAC

Figure 7: Comparaison des régions intercistroniques de Jfo04787 (GenBank Accession Nb AY560911) et papl7 (GenBank
Accession Nb X14471). Les sites putatifs de Lrp sont encadrés et numérotés (figure adaptce de Nou et al., 1995).
Les sites GATC sont indiqués en orange. Les différences observées entre les deux séquences sont indiquées par la

couleur rouge.
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2.4.2.1 L’implication des protéines Dam, Lrp et Papl dans la variation de phase de pap

Dam

La methylation de ’ADN est essentielle pour un grand nombre de processus
cellulaires comme la réparation de mauvais appariements au niveau de I’ADN
nouvellement synthétisé, la transposition, la réplication de I’ADN et la ségrégation
chromosomique (Messer et Noyer-Weidner, 1988). La variation de phase chez pap,
est reliée a la méthylation différentielle de deux sites GATC (GATC-I et GATC-II)
(Low et al., 2001). La déoxyadénosine méthylase (Dam) joue un role direct dans la
variation de phase de pap en reconnaissant et en méthylant 1’adénosine des deux sites
GATC (Braaten et al., 1994; Blyn et al., 1990). II est a noter que la concentration de
Dam présente dans la cellule influence énormément la transcription de pap. En effet,
la transcription est abolie chez les souches déficientes en Dam ainsi que chez les

souches surexprimant cette derniére (Braaten e al., 1994; Blyn et al., 1990).

Lrp

La méthylation différentielle est le résultat d’'une compétition entre Dam et une autre
protéine pour la méthylation des sites GATC (Figure 8). Des analyses mutationnelles
et de complémentation ont montré que le géne mbf correspond au géne /rp codant
pour la protéine Lrp (Leucine-responsive regulatory protein), un régulateur global de
certains opérons chez E. coli (Braaten er al., 1992). Des études de protection de la
méthylation in vitro ont démontré que la liaison de Lrp 2 la région régulatrice de pap
est suffisante pour la formation de motifs de méthylation de I’ADN (van der Woude
et al., 1998). Ces résultats confirment les études in vivo démontrant que Lip est
requise pour contrer la méthylation des sites GATC-I et GATC-II par Dam. Lip est
essentielle pour la transcription et la variation de phase de pap (Braaten e al., 1991).
Comme décrit précédemment, six sites de liaison de Lrp, ayant la séquence consensus
GnnnTTT, chacun séparés par environ trois tours d’hélice, ont été identifiés dans la
région régulatrice de pap (Nou et al., 1995). La protéine Lrp a plus d’affinité pour les
sites 1, 2 et 3 situés & proximité du promoteur pBA que pour les sites 4, 5 et 6 plus

distants de ce méme promoteur (Hernday et al, 2002; Weyand et Low, 2000;
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Nou et al.,, 1995). Les sites de méthylation GATC-I et GATC-II sont situés a
intérieur des sites de liaison pour Lrp 5 et 2 respectivement (Nou et al., 1995).
Finalement, il a été démontré que Lip active la transcription de base de foo. Lip et
Fool (homologue de Papl) sont requis pour établir la variation de phase chez foo, qui
conduit & la production majoritaire de cellules en phase-ON (Crost et al., 2004,

Harel et al., 2000).
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Figure 8 : Représentation schématique de la variation de phase de I'opéron pap. (Figure adaptée de Nou et al, 1995 ¢t de

Hernday et al., 2003).
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Papl

La liaison de la protéine Lrp aux sites 4, 5 et 6 nécessite la présence de la protéine
Papl codée par le géne papl, contrairement 4 sa liaison aux sites 1, 2 et 3 (Figure 8)
(Kaltenbach ef al., 1998; Kaltenbach et al., 1995; Nou et al., 1993; Nou et al., 1995).
La liaison unique de la protéine Lrp aux sites 4, 5 et 6 est insuffisante pour
activation de la transcription de pap (Nou et al., 1993). Papl est une protéine
(8.8 kDa) qui intervient dans la régulation positive de la transcription de pBA
(Baga et al., 1985) et dans la transition vers la phase ON (Nou et al., 1993). Des
¢tudes de liaisons croisées ont indiqué que Lrp et Papl interagissent directement
(Kaltenbach et al., 1995) en augmentant I’affinité de Lrp pour les sites 4, 5 et 6 ainsi
qu’en diminuant 1’affinité de la protéine pour les sites 1, 2 et 3 (Kaltenbach ez al.,
1998; Nou et al., 1995). Papl se lie spécifiquement au complexe Lrp-ADN mais pas
a la protéine Lip libre ou a I’ADN seul. De plus, Papl n’aurait aucun effet sur la
transcription a partir des promoteurs p/ et pBA 4 moins que la protéine Lrp ne soit
présente (Kaltenbach et al., 1995; Nou et al., 1993). Hernday et ses collaborateurs
(2002) ont démontrés que Lrp se lic a des sites adjacents ou chevauchants une
séquence contenue dans la région régulatrice de pap, incluant ACGATC et interagit
avec Papl, stabilisant ainsi le complexe PapI-ADN. La liaison de Lrp, en présence de
Papl, au site GATC-I stimule huit fois plus la transcription de pap
(van der Woude et al., 1995). De surcroit, sous certaines conditions, Papl agit en tant
qu’autorégulateur puisque la surexpression de Papl induit la transition des cellules en

phase OFF (Hernday et al., 2002).

2.4.2.2 Patron de la phase ON et OFF

La protéine Lrp se lie en phase OFF sur les sites de haute affinité 1, 2 et 3 situés prés
du promoteur pB4A (Nou et al.,, 1995) protégeant ainsi le site GATC-II de la
méthylation par la protéine Dam (van der Woude et al., 1998; Nou et al., 1995; Blyn
et al., 1990) (Figure 8). Des analyses génétiques et biochimiques ont indiqué que la
liaison coopérative de Lrp a ces trois sites bloque la transcription de papBA (Weyand

et Low, 2000; Braaten et al., 1994). Parall¢lement, les sites de liaison 4, 5 et 6 pour
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Lrp sont libres et GATC-I est méthylé (Nou ef al., 1995; Blyn et al., 1990) ce qui
empéche par encombrement stérique la liaison du complexe Lrp-Papl a ces trois sites
(Nou et al., 1995; Braaten et al., 1994; Nou et al., 1993). Selon une étude de Braaten
et ses collaborateurs (1994), la méthylation du site GATC-I serait requise pour la

transition vers la phase OFF.

En phase ON, la protéine Lip est liée aux sites de faible affinité 4, 5 et 6 protégeant
GATC-I de la méthylation par la protéine Dam. En revanche, les sites 1,2 et 3 sont
libres et GATC-II est méthylé (Crost et al., 2003; van der Woude et al., 1998; Nou et
al., 1995). La protéine Papl est indispensable pour la protection de GATC-I contre la
methylation et pour la translocation de la protéine Lrp des sites 1, 2 et 3 vers les sites
4, 5 et 6 (Kaltenbach et al., 1998; Nou et al., 1995; Nou et al., 1993). La protéine
Papl se lie donc a la partie Lrp du complexe Lrp-ADN permettant la libération de Lrp
liée aux sites 1, 2 et 3 en changeant la conformation de Lrp. Ce phénoméne permet
aussi la liaison de la protéine aux sites 4, 5 et 6 (Kaltenbach et al., 1995). Une étude
d’empreinte génomique, réalisée par Nou et ses collaborateurs (1995), a indiqué que
la protéine Papl réduit 1’affinité de la protéine Lrp pour les sites 1, 2 et 3 de deux fois
et augmente I’affinité de Lrp pour les sites 4, 5 et 6 de quatre fois. De plus, la
réduction d’affinité de Lrp pour les sites 1, 2 et 3 exige la présence du site GATC-I.

Par ailleurs, une analyse mutationnelle a démontré que la méthylation de GATC-II est
requise pour la transition en phase ON ainsi que pour la transcription de pap (Braaten
et al., 1994). Le site de liaison 3 est localisé entre la région —35 et —10 du site de
liaison de I’ARN polymérase (Nou et al., 1995). La liaison de Lrp prés de GATC-II
inhibe la transcription de pap ce qui permet le phénotype OFF (Crost et al., 2003;
Weyand et Low, 2000; Braaten et al., 1994). Ainsi I’effet répresseur de Lrp a pour
conséquence I’inhibition de la liaison de I’ARN polymérase sur la région promotrice
par ’encombrement stérique engendré par la liaison de Lrp 2 ’ADN (Weyand et
Low, 2000; van der Woude et al., 1995). 1l y a donc compétition entre la protéine
Lrp et ’ARN polymérase au niveau de la région promotrice de pap. Par conséquent,
la méthylation de GATC-II empéche la liaison coopérative de Lrp aux sites 1, 2 et 3
prévenant la répression de I’expression de pap engendrée par Lrp (Braaten et al.,

1994).  De plus, g7 est le facteur de transcription primaire responsable de la
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transcription de papBA. La liaison de Lrp & la région entre -35 et —10 inhibe
I"affinité de I’ ARN polymérase-o7 pour son site de liaison (Weyand et Low, 2000).

La transition entre la phase OFF et ON requiert la réplication de ’ADN (Braaten et
al., 1994; Blyn et al., 1990). Le modéle suggéré par Braaten et ses collaborateurs
(1994) est représenté a la figure 9.

Apres le passage de la boucle de réplication, le site GATC-I méthylé (phase OFF), est
converti vers un état d’hémiméthylation. La protéine Lip est déplacée du site
GATC-I par la machinerie de réplication (Figure 9A et 9B). Il a été démontré que le
complexe Lrp/Papl et la protéine Lip se lient 4 la région contenant les sites GATC-I
et GATC-II hémiméthylés (Kaltenbach et al., 1998; Nou et al., 1993). Pourtant,
aprés la premiére réplication, le complexe Lrp/Papl se lie auprés de GATC-I
hémiméthylé tandis que le site GATC-II (inoccupé), est méthylé par la protéine Dam
(Figure 9C). A la deuxiéme réplication, ’ADN présente un site GATC-I
non-méthylé li€ par Lrp/Papl représentant ainsi la phase ON (Figure 9D). Dans le cas
ou le complexe Lrp/Papl ne s’associe pas de nouveau avec le site GATC-], la
transition de la phase ON vers la phase OFF n’a pas lieu aprés la réplication de
I’ADN (Figure 9E). Le site GATC-I reste non-protégé et méthylé par la protéine
Dam prévenant ainsi une réassociation ultérieure de Lrp/Papl avec ce site (Figure 9F).
En absence de la liaison du complexe Lrp/Papl au site GATC-I, la protéine Lip se lie
au site GATC-II hémiméthylé et protége celui-ci de la méthylation par la protéine
Dam. Apres un cycle additionnel de réplication, ’ADN de pap en phase OFF se
retrouve méthylé au niveau du site GATC-I alors que le site GATC-II est occupé par

Lrp et est non-méthylé (Figure 9A) (Braaten et al., 1994).
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Figure 9 : Modéle de la variation de phase de pap selon la méthylation différentielle. Les sites GATC hémiméthylés résultant
de la réplication de I’ADN sont indiqués par des cercles & demi remplis tandis que les sites GATC méthylés sont
indiqués par des cercles pleins. La transcription du promoteur ppapBA est indiquée par les fleches. Les fléches

brisées indiquent I’absence de transcription (Figure adaptée de Braaten et al., 1994).

2.4.2.3 Comparaison de la variation de phase du fimbriae F165, versus la variation de phase

du fimbriae Pap

I a été démontré chez la souche sauvage 5131 d’E. coli, par des tests
d’immunofluorescence, que la variation de phase de F165; résulte en une majorité
(98%) de cellules en phase ON (Harel et al., 2000). De plus, la fréquence de la
transition de ON vers OFF est dix fois plus faible que celle observée de OFF vers
ON. Ces résultats sont tres différents de ceux observés pour la variation de phase
chez Pap-17 o la majorité des cellules sont en phase OFF (Blyn ef al., 1989). La
protéine régulatrice Papl est nécessaire pour la transition de OFF vers ON par son
interaction avec Lrp (Nou et al., 1993). Une différence d’un seul acide aminé entre
Fool et PapI-17 (Daigle et al., 2000; Harel et al., 2000), pourrait étre responsable en
partie des écarts de pourcentage de cellules obtenues en phase ON. De plus, il a été
constaté que la variation de phase d’un autre fimbriae apparenté, Pap-21 (identique a
100% avec Fool) (Daigle et al., 2000; Harel et al., 2000), résulte aussi en une
majorité de cellules en phase ON (90%) (Blyn et al., 1989). De surcroit, la fréquence
de transition de ON vers OFF entre Pap-21 et F165, est similaire (3.7 X 107 et
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1.26 X 107 respectivement), mais la fréquence de transition de OFF vers ON est 71
fois supérieure pour Pap-21. La protéine Fool n’est donc pas le seul facteur impliqué.
Dans la région régulatrice, une différence de 25 pb est présente entre pap-17 et
pap-21 et une différence de 31 pb entre pap-21 et foo. Ces différences se situent au
niveau du site de liaison numéro 1 de la protéine PapB et non au niveau de ceux de
Lrp. Ce changement de 31 pb aurait un impact sur I’affinité de liaison de la protéine
PapB et par conséquent une influence sur la fréquence de transition des cellules de Ia
phase OFF vers la phase ON (Crost et al.,,2004; Crost, thése de doctorat, 2003;
Dezfulian et al., 2001).

Alors que la majorité de souches foo-positives sont en phase ON, la corrélation du
profil de méthylation avec les cellules en phase ON ou OFF est moins bien définie
que pour pap ou clp. De surcroit, I’affinité de Lip telle que mesurée par retard sur gel

est identique pour les deux régions GATC (Crost, thése de doctorat, 2003).

2.4.3 La transcription basale des opérons foo et pap

A ’opposé de la variation de phase, la régulation de la transcription basale de foo et
pap est trés peu détaillée dans la littérature. Le régulateur global Lrp et les
régulateurs spécifiques (Fool et FooB ainsi que Papl et PapB) seraient aussi
impliquées dans le contrdle du niveau de transcription dans les cellules en phase ON
ou dans les cellules qui ne sont pas assujettis  la variation de phase (Harel et Martin,
1999). La quantité de protéines liées a I’ADN et/ou le site de liaison des protéines sur
I’ADN (dans le cas de Lrp) déterminerait le taux de transcription des génes de ces

opérons.

2.4.4 L’implication de CRP, PapB, H-NS et du systétme Cpx dans le contrdle de la

variation de phase et de la transcription basale de pap

En plus des régulateurs Lrp, Dam et Fool, d’autres régulateurs globaux ou
spécifiques, comme CRP, PapB, H-NS et le systtme Cpx, sont impliqués dans les

deux types de régulation de pap. Voici une description des implications de chacun.
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2.4.4.1 La protéine CRP (Catabolite Repressive Protein)

L’expression de plusieurs génes et opérons est sous le contrdle de la répression
catabolique ou communément appelé effet glucose. C’est un type de régulation
globale face aux sources de carbone. En présence de glucose, la concentration
d’AMPc bactérien diminue drastiquement, entrainant ainsi une désactivation de la
protéine activatrice du catabolisme (nommée CRP ou CAP) dépendante de I’AMPc
(Prescott, 1995). Cette chute d’AMPc occasionnée par une réduction de I’activité de
’adénylate cyclase (enzyme de synthése de I’AMPc). L’expression de pap est
affectée par le phénomeéne de répression catabolique puisqu’il a été démontré que la
presence de glucose diminue 1’expression de papBA de trois a quatre fois (Baga et al.,
1985). Appuyant ces résultats, ’expression de pap est restreinte a la fois chez un
mutant deficient en crp ou en cya (codant pour I’adénylate cyclase) (Baga ef al.,
1985). De plus, la fréquence de transition de OFF vers ON est réduite de 35 fois et la
fréquence de transition de ON vers OFF est accrue de 1,4 fois en comparaison avec

une autre source de carbone comme le glycérol (Blyn et al., 1989).

Le gene crp code pour la protéine CRP (Catabolite Repressive Protein). Cette
protéine de 45 kDa lie I’AMPc et agit en tant que régulateur global positif ou négatif
de plusieurs opérons chez E. colii CRP est essentielle pour I’activation
transcriptionnelle de papBA et de papl (Goransson ef al., 1989b; Baga et al., 1985).
Il a été démontré par une étude de retard sur gel que CRP interagit avec la région
régulatrice de pap de maniére dépendante de I’AMPc (Goransson et al., 1989b). Le
site de liaison du complexe CRP-AMPc sur PADN a été localisé par empreinte
génomique dans une région située entre —203 et —229 pb du site d’initiation de la
transcription de papBA, soit a proximité du promoteur de pap! (Goransson ef al.,
1989b). Des analyses mutationnelles du site de liaison de CRP ont démontré que
celui-ci est requis pour la transcription de papBA (Forsman et al., 1989). Trois
mécanismes différents pouvant expliquer I’activation transcriptionnelle de papB4 ont

été suggérés dans différentes études.
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1° mécanisme

Le complexe CRP-AMPc est requis pour P’activation de la transcription de pap/
(Forsman et al., 1989; Goransson et al., 1989b). Ainsi, CRP-AMPc activerait la
transcription de papBA indirectement en stimulant 1’expression du co-activateur Papl
via le promoteur divergent p/ (Goransson et al., 1989b). De cette fagon, dans des
conditions ou le taux d’AMPc est élevé (e.g. milieu M9-glycérol), le niveau de Papl
augmente dans la cellule ce qui facilite la liaison de Lrp aux sites de liaison 4, 5 et 6.
Cette liaison accroit la probabilité de transition vers la phase ON (Low, 1996).
Demiérement, I’hypothése que CRP activerait indirectement la transcription de
papBA via papl a été étudiée grice a P’addition d’un plasmide qui favoriserait
I’expression constitutive de Papl (Weyand et al., 2001). La mutation au niveau du
site de liaison de CRP ou du géne crp diminue la transcription de papBA chez E. coli
méme en présence de Papl exprimée de fagon constitutive. Le complexe CRP-AMPc
active la transcription indépendamment de I’expression de Papl, rejetant ainsi

I’hypothése d’une activation indirecte (Weyand et al., 2001).

2° mécanisme

Le complexe CRP-AMPc ainsi que la protéine PapB inhiberaient ’activité répressive
de la protéine H-NS (Histone-like nucleoid structuring protein) (Forsman et al.,
1992). 1I a été démontré que la transcription de pap chez un mutant crp” et papB’ est
fortement réduite (Forsman ef al., 1992; Goransson ef al., 1989b; Baga et al., 1985).
Néanmoins, I’introduction d’une mutation hns (mutant drdX-) dans cette souche
restaure la transcription de pap (Forsman ef al., 1992). Donc, en se basant sur ces
résultats, il a été proposé que le complexe CRP-AMPc et PapB agirait comme anti-
represseurs de 1’activité de H-NS. Cette déduction est basée sur une étude ou la
fusion pap-lacZ est portée par des plasmides multicopies de sorte que la variation de
phase est abolie. Selon une étude effectuée demiérement a 1’aide d’une fusion
chromosomique papBA-lacZ, cette hypothése s’est avérée inexacte puisque les
résultats obtenus démontrent que CRP est nécessaire pour I’activation de la

transcription de papBA en absence de H-NS (Weyand e al., 2001).
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3° mécanisme

Le troisiétme mécanisme suggére que le complexe CRP-AMPc active la transcription
de papBA par contact direct avec I’ARN polymérase comme un promoteur de classe I
par la protéine CRP (Weyand et al., 2001; Goransson et al., 1989b). Pour ce genre de
promoteur, il y a contact direct entre la région AR1 de CRP et les sous-unités aCTD

de I’ARN polymeérase (Figure 10).

CRP -35 -10

Figure 10 : Interaction entre I’ARN polymérase (aCTD) et CRP (AR1). (Figure adaptée de Busby e al., 1999).

Cette hypothése a été confirmée par I’utilisation de mutants dont I’activation
transcriptionnelle de papBA a été éliminée par des mutations dans la région
d’activation un (1) de CRP et également dans le domaine C-terminal (aCTD) de la
sous-unité o de I’ARN polymérase (Weyand et al., 2001). Néanmoins, comme le site
de liaison de CRP-AMPc est situé a plus de 200 pb du promoteur de papBA,
’induction d’une courbure de I’ADN au niveau de la région régulatrice est nécessaire
pour une interaction protéine-protéine (Weyand et al., 2001; van der Woude ef al.,
1992; Goransson et al., 1989b). Selon Goransson et ses collaborateurs (1989b), cette
courbure de I’ADN serait occasionnée par la protéine CRP. En revanche, Weyand et
ses collaborateurs (2001) proposent une liaison coopérative de Lrp aux sites 4, 5 et 6
en aval du site de liaison de CRP pour la formation de cette courbure de I’ADN. La
formation d’un complexe nucléoprotéique facilite ainsi [’interaction entre CRP,
I’ARN polymérase et la région promotrice de papBA. Ce complexe nucléoprotéique
réduirait la distance entre la protéine CRP et I’ARN polymérase et/ou alignerait la
région d’activation un (1) de CRP avec le domaine oCTD de I’ARN polymeérase.
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2.4.4.2 La protéine PapB

PapB est une protéine régulatrice neutre (12 kDa) qui se lie 8 ’ADN. Elle est codée
par le géne papB (Forsman et al., 1989). Des études in vitro ont démontré que PapB
se lie 4 trois sites distincts sur ’ADN. Deux de ces sites sont situés dans la région
régulatrice entre les génes papl et papB, et un autre est situé dans la séquence codante
du gene papB. Des études d’empreinte génomique ont démontré que la protéine
reconnait un motif incluant 9 pb répétées contenant des triplets A/T en position
conservée et occupe une région d’ADN supérieure 4 50 pb en s’oligomérisant en un
complexe de huit & dix protéines par site (Xia et al., 1998). A I’aide d’expériences de
mutagenese, des régions sur PapB impliquées dans la liaison 3 ’ADN et dans
I’oligomérisation ont été identifiées (Xia and Uhlin, 1999). En relation avec le site de
liaison sur I’ADN, PapB agit comme activateur ou répresseur transcriptionnel de pap

(Forsman et al., 1989).

Le site de liaison [1] pour PapB est situé a plus de 260 pb en amont du promoteur de
papBA et directement adjacent au site de liaison de CRP-AMPc dans la région
régulatrice. PapB se lie avec une grande affinité le site [1] (Forsman et al., 1989) et
active en frans indirectement la transcription de papBA en stimulant celle de papl via
le promoteur p/ de la méme fagon que CRP (Forsman et al., 1992; Goransson ef al.,
1989b). La protéine PapB et le complexe CRP-AMPc agissent de fagon coopérative
pour stimuler la transcription a partir des promoteurs pBA4 et pI (Forsman et al., 1989;
Goransson et al., 1989b). De plus, tout comme le complexe CRP-AMPc, la protéine
PapB stimule la transcription de papBA en agissant comme anti-répresseur qui

module I’activité de la protéine H-NS (Forsman ef al., 1992).

Le site [2] chevauche la région —10 du promoteur de papBA. Contrairement au
phénoméne associé au site [1], la protéine PapB se lie au site [2] avec une faible
affinité et cette liaison entraine une répression de la transcription de papBA (Forsman
et al., 1989). Par I’entremise du site [2], PapB exerce une autorégulation de sa
transcription (Forsman et al., 1989). Le site de liaison [2] fonctionne comme un
opérateur ou la liaison de PapB prévient I’initiation de la transcription par ’ARN

polymérase (Forsman et al., 1989). Donc, en se basant sur les roles opposés des sites
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[1] et [2], lors de la transition de la phase OFF a ON, la protéine PapB stimule
I’expression de pap en premier mais supprime par la suite la synthése du fimbriae
lorsque le régulateur augmente dans la cellule (Blomfield, 2001). De cette maniére,
PapB contrble I’expression de pap au niveau de la variation de phase (en contrdlant la
quantit¢ de Papl) ainsi qu’au niveau de la transcription basale de pBA pour les

cellules en phase ON.

Le site [3] est un site de faible affinité situé dans la région codante du géne papB et
son role est indéterminé pour I’instant. Néanmoins, il a été démontré qu’une délétion

du site [3] n’abolit pas I’autorégulation occasionnée par PapB (Xia et al., 1998).

2.4.4.3 La thermorégulation et H-NS

Le meécanisme de thermorégulation régit 1’expression de plusieurs facteurs de
virulence. La bactérie a la capacité de détecter des variations de température ce qui
lui sert de signal environnemental afin de déterminer si elle se trouve a I’extérieur ou
a Dintérieur d’un hote. Cette capacité lui permet d’économiser ses ressources
énergétiques en prévenant la synthése de facteurs de virulence qui seraient
indispensables a la survie chez I’hdte mais nuisible ou inutile lorsque exprimé en
dehors (White-Ziegler et al., 1998). Par exemple, I’expression du pili Pap est aboli a
une température inférieure a 26°C (White-Ziegler et al., 1998; Goransson et al., 1990;
White-Ziegler et al., 1990; Goransson et al., 1989a). Pour ce qui est de pap, la
thermorégulation s’effectue au niveau transcriptionnel (Goransson et al., 1990; Blyn
et al., 1989). 1l a été démontré, en utilisant une fusion chromosomique papBA-lacZ,
que I’expression de ’ARNm papBA est assujettie 4 une variation de phase et a des
mécanismes de thermorégulation (Blyn et al., 1989). A une température de 37°C, des
colonies présentent a la fois des phénotypes ON et OFF résultant de la variation de
phase. A 23°C, on trouve seulement des colonies de phénotype OFF, ce qui indique
que la transcription de papBA est abolie a des températures plus faibles (Blyn et al.,

1989).

Méme si le mécanisme de thermorégulation de pap n’est pas complétement élucidé,

des analyses génétiques ont indiqué que le régulateur global H-NS joue un réle
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essentiel en réprimant la transcription de I’opéron (White-Ziegler et al., 1998; van der
Woude er al., 1995; Goransson ez al., 1990). La protéine H-NS (16 kDa) est présente
sous forme dimérique et appartient a la famille des histones. Ce type de protéines
réprime la transcription d’opérons chez E. coli ainsi que chez plusieurs autres
bactéries entériques en modifiant la structure générale de I’ADN (Atlung et Ingmer,

1997).

Selon Goransson et ses collaborateurs (1990), la protéine H-NS agit comme
«silencer» en formant des structures nucléoprotéiques semblables a la chromatine des
eucaryotes qui est transcriptionnellement inactive. Selon White-Ziegler et ses
collaborateurs (1998), la protéine H-NS est sensible a la température de
’environnement. A 23°C, I’oligomérisation de H-NS est altérée ce qui permet la
formation d’un complexe nucléoprotéique spécifique dans la région régulatrice de
pap. 11 a été démontré in vivo, qu’a une température de 23°C, H-NS inhibe la
méthylation des deux sites GATC dans la région régulatrice mais qu’elle n’a pas cette
fonction a 37°C. Donc, la protéine H-NS bloquerait la méthylation des sites GATC
directement en se liant a la région régulatrice ou indirectement via la régulation d’une
autre protéine de liaison 3 ’ADN. La premiére hypothése semble étre privilégiée
puisqu’il a été démontré in vitro que H-NS lie spécifiquement la région régulatrice
contenant les sites GATC-I et GATC-II. De ce fait, la protéine H-NS bloquerait la
transcription de pap par I’intermédiaire d’un mécanisme d’action similaire a celui de
Lrp. De plus, la liaison de H-NS a I’ADN serait atténuée par des anti-répresseurs
potentiels tels que CRP et PapB (Forsman ef al., 1992). De surcroit, il a été suggéré
récemment que H-NS compromettrait la transcription de pap indirectement puisque
que la protéine régule le niveau de protéine CRP présent chez E. coli (Weyand et al.,
2001). Malgré le peu d’information, la thermorégulation impliquerait en plus de
H-NS la protéine RimJ, une N-acétyltransférase de la protéine ribosomale S5

(White-Ziegler et al., 2002).
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2.4.4.4 Le systeme Cpx

Le systeme Cpx est un systéme de transduction a deux composantes qui contrdle la
réponse a un stress. Il est activé par la présence dans le périplasme de protéines de
synthése du pili (mal repliées ou agrégées) qui peuvent étre toxiques pour la bactérie
(Sauer ef al,, 2000). Ce systéme de protection inclut une histidine kinase de la
membrane interne appelée CpxA. Cette histidine kinase phosphoryle la protéine
régulatrice périplasmique (CpxR) qui elle est impliquée dans I’activation de génes
codant pour des protéases (degP) ou pour des protéines catalysant le repliement des

sous-unités fimbriaires (dsbA).

I a été démontré derniérement que le systéme Cpx est non seulement impliqué dans
la réponse au stress cellulaire mais contrdle aussi les génes nécessaires a la biogenése
du fimbriae et est impliqué dans la régulation de la variation de phase de pap. De
surcroit, selon Hung et ses collaborateurs (2001), une mutation qui délaisse cpxR
résulte en une grande augmentation du pourcentage de cellules dépourvues de Pap.
Ce résultat suggére que cpxR joue un rdle critique dans la variation de phase, en
maintenant les cellules en phase ON. De plus, une fois la voie Cpx activée, la
transcription de p/ et pBA est doublée (Hernday et al., 2002). Pour expliquer ce role
d’activateur, I’hypothese a été posée que CpxR-P se lie spécifiquement a la région de
pap contenant les sites 1 et 3 de liaison de Lrp augmentant ainsi la transition en phase

ON et réduisant I’affinité de Lrp pour ces trois sites (Hernday et al., 2002).

2.4.5 Autres opérons régulés de facon similaire a pap

L’opéron pap fut le premier systéme bactérien dans lequel a été décrit le motif de
meéthylation de ’ADN contrélant 1’expression génique. Aujourd’hui, nous savons
qu’en plus de I’opéron foo, il existe plusieurs opérons chez E. coli et Salmonella spp
qui partagent des caractéristiques communes avec pap. Par exemple, ’opéron sfa
(codant pour le fimbriae S) et I’opéron daa (codant pour le pili F1845) chez E. coli
ainsi que I’opéron pef (codant pour le pili Pef) chez Salmonella typhimurium font
partie de ceux-ci (Nicholson et Low, 2000 ; van der Woude et Low, 1994).

L’expression de ces opérons est dépendante de Lrp et de Dam et est régulée par le
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processus de la variation de phase. De plus, ces opérons possédent, tout comme pap,
deux sites GATC séparés par 102 pb dans leur région régulatrice (Nicholson et Low,
2000; van der Woude et Low, 1994). Finalement, chacun de ces opérons code pour

des protéines régulatrices présentant un haut degré d’homologie avec Papl et PapB.

2.5 Modulation de I’expression du fimbriae F165; par différentes conditions

environnementales

L’expression des génes de virulence est soumise & une régulation selon les conditions
environnementales rencontrées par la bactérie afin d’optimiser le rendement
énergétique de celle-ci (Crost ef al., 2004; Crost, thése de doctorat, 2003; Harel et
Martin, 1999). L’expression de F165,, comme pour plusieurs autres fimbriae, est
régulée par les conditions environnementales, ce qui permet une meilleure adaptation
de la bactérie chez son hote. La présence de nutriments, ’osmolarité et la
température, font parti de ces facteurs environnementaux. La production du
complexe F165; chez la souche sauvage O115 dépend de la composition du milieu de
culture. Elle est réprimée en présence d’alanine ou de glucose, en condition

anaérobique et/ou a une température inférieure & 37°C (Fairbrother et al., 1988).

Pour quantifier I’expression de F165; dans différents milieux, une fusion
traductionnelle chez la souche 5131 entre food et phoA a été utilisée (Daigle et al.,
2000; Daigle et al.,, 1997). Selon les résultats de ces expériences, 1’expression de
F165, est maximale aprés une croissance en milieu minimal solide a une température
de 37°C et en condition aérobique (Daigle et al., 2000; Daigle et al, 1997).
L’expression de F165; (codé par I'opéron for) est maximale en milieu riche
Luria-Bertani (LB) (Daigle et al., 2000). Cette différence d’expression entre foo et
Jfot semble étre en relation directe avec 1I’expression différentielle in vivo permettant a
la bactérie d’optimiser sa colonisation et sa survie sous les différentes conditions
environnementales rencontrées (Dezfulian et al., 2001; Daigle et al., 2000). De
surcroit, F165, est régulé par la répression catabolique comme pour le pili Pap. On

observe une diminution supérieure a dix fois de I’expression de PhoA lorsque du
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glucose est ajouté a une concentration de 0,4% au milieu de culture (Daigle et al.,

2000; Daigle et al., 1997).

La présence de leucine ou d’alanine exogéne régule I'expression de F165,. Lorsqu’il
y a présence de ces deux acides aminés aliphatiques dans le milieu de culture, aucune
variation de phase de F165, n’est observée (Harel et al., 2000). 11 est important de
noter que la leucine ou I’alanine n’ont aucun effet sur la variation de phase de Pap-17
et Pap-21 (Braaten et al., 1992). La présence de ces acides aminés bloque aussi la
variation de phase de CS31A (membre des systémes de régulation P) (Martin, 1996).
Le mécanisme moléculaire par lequel la leucine ou I’alanine agit sur la variation de
phase de F165, n’est pas bien connu. Il a été démontré que la L-leucine modifie
’activité de la protéine Lrp sur divers promoteurs via une modification de la courbure
de 'ADN (Newman et Lin, 1995; Platko et Calvo, 1993). Le mécanisme de
régulation de la famille de type P est différent de la variation de phase du fimbriae de
type I (impliquant I’inversion d’un fragment d’ADN par les deux recombinases FimB
et FimE), cette derniere est potentialisée par la présence d’un des deux acides aminés.
Récemment, il a été démontré que I’acide aminé L-leucine potentialise aussi I’effet de
Lrp sur Dinversion en stimulant la transition de phase promue par FimB
(bidirectionnelle) et par FimE (ON a OFF) (Crost, thése de doctorat, 2003; Roesch et
Blomfield, 1998; Gally et al., 1993).

Selon Harel et ses collaborateurs (2000), en présence de L-leucine ou de L-alanine a
une concentration de 1 mM, la transcription basale de foo est fortement réduite tandis
qu’a 1.5 mM la transcription basale est complétement inhibée. De surcroit, il a été
démontré que la leucine et I’alanine modulent de fagon négative la transcription
basale de ’opéron codant pour CS31A (Martin, 1996). Finalement, I’expression de
K99 (codé par I’opéron fan) n’est pas sujette a la variation de phase, mais est aussi
réprimée par la présence de L-leucine ou de L-alanine exogéne (Braaten ef al., 1992).
Donc, la L-leucine et la L-alanine influencent négativement 1I’expression de F165; en
réprimant la transcription a deux niveaux. Ces deux niveaux étant premiérement la
transcription basale et deuxiémement la variation de phase (possiblement via Lip)

(Girardeau et al., 1982; de Graaf et Roorda, 1982).
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Dans une étude récente, il a été démontré que l'opéron foo est transcrit
proportionnellement a la quantité de Lrp synthétisée. Ainsi, la leucine et I’alanine
exogenes ont un effet répressif sur la transcription basale de foo et sur la variation de
phase engendrée par Lip. De surcroit, ils ont démontré qu’une mutation en
C-terminal de Lrp abolie complétement cette activité et que Fool n’est pas essentiel

pour observer Ieffet répressif des deux acides aminés (Berthiaume et al., 2004).

L’influence de plusieurs conditions environnementales sur 1’expression de foo et clp a
été testée. L’alanine, le milieu LB et les basses températures ont augmenté le nombre
de cellules en phase-OFF, le glucose et la leucine ont seulement diminué la
transcription de base de clp et foo (Crost et al., 2004; Harel et al., 2000; Daigle et al.,
2000).

De plus in vitro, I’alanine et la leucine ont diminué affinité de Lrp pour les deux
régions GATC des régions régulatrices de foo ainsi que mesuré par retard sur gel
(Crost, thése de doctorat, 2003). L’opéron foo présente un mécanisme différent de clp
car en présence d’alanine, la protection de la méthylation des deux sites GATC a été
augmentee, alors qu’en présence de leucine, la protection de la méthylation des deux
sites GATC a été diminuée. Dans le cas de clp, I’augmentation de la méthylation du
site GATC-I et la protection de la méthylation du site GATC-II favorisent le profil
caractéristique des cellules réprimées (Crost et al., 2004; Crost, thése de doctorat,

2003).

De surcroit, il est apparu que 12 des 14 acides aminés testés répriment la transcription
de clp. Cinq acides aminés (alanine, méthionine, leucine, thréonine et histidine)
individuellement diminuent de 60% I’expression de clp. Pour ce qui est de foo,
seulement la leucine et I’alanine diminuent grandement I’expression de ce géne. De
plus, & la grande surprise, la thréonine active la transcription de foo (Crost et al.,

2004; Crost, thése de doctorat, 2003).

En alternance, le niveau de transcription basale des opérons foo et clp observé en
milieu minimal M9 supplémenté avec du glycérol comme source de carbone varie
faiblement avec le pH et ’osmolarité (Crost et al., 2004; Crost, thése de doctorat,

2003). Cependant, I’activité du promoteur foo est significativement augmentée a un
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pH 5.8 et réduit 4 un pH 7.9 pendant que le promoteur de clp est seulement augmenté
aun pH 5.8. La transcription basale des deux opérons est réprimée 4 20°C en milieu
M9 lorsque le glucose est utilisé a la place du glycérol et en milieu LB. L’effet de
répression du glucose est partiellement (clp) ou totalement (foo) compensé par
I’addition d’AMPc au milieu de croissance. Cependant, aucune séquence consensus
pour les sites de liaison de CAP (Barber er al., 1993; Kolb et al., 1993) n’a été
trouvée devant le promoteur clp, tandis que des sites potentiels de liaison pour CAP
existent devant le promoteur de foo (Crost et al., 2004; Daigle et al., 2000; Ramseier
et Saier, 1995).

Puisque les facteurs environnementaux (température, osmolarité, pH, tension
d’oxygene, etc.) affectent le niveau du surenroulement de I’ADN, les fluctuations du
surenroulement pourraient ainsi réguler 1’expression des déterminants de virulence
chez les organismes pathogénes, dont celle du fimbriae F165; chez E. coli 4787. Des
études sur la réponse de foo au surenroulement de I’ADN réalisées en multicopies sur
plasmide indiquaient que le promoteur fooB est sensible au surenroulement (Daigle er

al., 2000)

Une telle étude, réalisée grace a des souches isogéniques portant des mutations
gyrB225 et/ou AtopA, a révélé que le promoteur fooB est sensible au surenroulement
de I’ADN, tant au niveau local que global, tant dans son taux de transcription basale
que dans son mécanisme de la variation de phase. De plus, il a été noté que le site
GATC-I de la région intercistronique était, en proportion, plus méthylé en 1’absence

de topoisomérase I qu’en sa présence (M.C. Tessier, mémoire de maitrise, 2001).

Puisque des promoteurs orientés de fagcon divergente peuvent mutuellement
s’influencer grace au surenroulement généré localement par la transcription et que les
geénes fool et fooB sont transcrits en directions opposées, le couplage transcriptionnel
entre ces promoteurs a été étudié (M.C. Tessier, mémoire de maitrise, 2001).
L’activité du promoteur pfooB n’est pas négativement affectée par la transcription a
partir du promoteur divergent pfool que dans un environnement génétique AtopA,
lorsque fool est présent en cis. Le rdle activateur de Fool, un homologue de Papl,
sur I"activité transcriptionnelle de pfooB a été confirmé lors son expression en trans.

Par ailleurs, il a été démontré que I’activité de pfooB est positivement influencée par



41
la transcription divergente d’une cassctte rerd. La substitution du promoteur
divergent sauvage pfool par le promoteur plus fort ptrc a significativement accru le
taux transcriptionnel a partir de pfooB. Subséquemment, pfooB répond au
surenroulement négatif local généré par la transcription divergente & partir d’un
promoteur fort.  Ainsi, en tant que réponse adaptative aux changements
environnementaux, la sensibilité de pfooB au degré du surenroulement de I’ADN
pourrait permettre a la souche pathogéne E. coli 4787 d’exprimer adéquatement le

fimbriae F165; en vue d’établir avec succes la colonisation et I’infection d’un héte.
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Troisieme partie : La protéine Lrp

3.1 Généralités concernant Lrp

La protéine Lrp codée par le géne Irp, qui est situé a 20 minutes sur le chromosome
d’Escherichia coli, fut identifié en 1976 comme étant un locus régulant le transport
des acides aminés (Anderson et al., 1976). Au fil des années, ce géne fut caractérisé
par différentes équipes travaillant sur diverses caractéristiques comme la dégradation
des acides aminés (sdad, tdh) et la biosynthése (ilvIH, serA), le transport des peptides
et I’expression des fimbriae. Ainsi, il est retrouvé sous plusieurs appellations tel que
«the ilvIH binding protein» ou encore Oppl (Platko ef al., 1990). Finalement, le nom

de Leucine-responsive regulatory protein (Lrp) fut conservé puisque la régulation

exercée par cette protéine est influencée par la présence de leucine dans son

environnement (Platko et al., 1990).

Bien que plusieurs équipes aient cloné le géne Irp, il fut séquencé en 1991 par Willins
et ses collaborateurs (1991). La protéine Lip fut purifié avec une homogénéité
presque compleéte par cette méme équipe (Willins et al,,1991). Originalement, Lrp
fut décrit comme une protéine basique (pH 9.3) ayant un poids moléculaire de
18,8 kDa et formant en solution des oligoméres principalement de type diméres
(Willins et al., 1991). Cependant, 1’équipe de Chen (2001b) a publié qu’en
concentration de 1’ordre du micro-molaire, la protéine s’auto-associerait
majoritairement en hexadécamere et en octamére. La présence de la leucine, qui
serait un indicateur des conditions nutritionnelles rencontrées par la bactérie, induirait

une dissociation de I’hexadécameére en octamére lié a la leucine (Chen et al., 2001b).

La protéine Lrp est un régulateur global (au méme titre que CRP et H-NS) qui affecte
Pexpression de 35 & 75 génes chez E. coli (Newman et Lin, 1996; Newman et al.,
1996; Newman et al.,, 1992). La protéine Lrp mature est composée de 164 résidus
incluant tous les acides aminés a 1’exception du tryptophane (Willins et al., 1991).
Jusqu’a présent, 42 protéines démontrant des homologies avec Lrp ont été identifiées
(Friedberg et al., 2001). Ces homologies se situent autour de 29%. Parmi celle-ci, la
protéine LrfB de Haemophilus influenzae, un régulateur global putatif, posséde la

plus grande homologie avec Lip avec une identité de 75% (Friedberg et al., 2001).
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De méme, la protéine LrpA, de I’archaebactérie Pyrococcus furiosus, une protéine
Lrp putative, présente 28% d’identité avec la protéine Lrp d’E. coli (Brinkman ef al.,
2000). De surcroit, Lrp présente 25% d’homologie avec AsnC, un régulateur positif
du gene asnA (codant pour I’asparagine synthétase A) d’E. coli et une relation

évolutive entre ces deux protéines a été proposée (Willins et al., 1991).

3.2 Role structurel de Lrp dans la régulation

La protéine Lrp exerce sa régulation en liant I’ADN double brin contenant un site
opérateur mais pas I’ADN simple brin de la méme séquence (Wang et Calvo, 1993b).
Lrp agit en tant que régulateur global d’un groupe de génes, mais aussi comme un
¢lément influencant la conformation de ’ADN (Ali Azam et Ishihama, 1999;
Newman et Lin, 1996; Wang et Calvo, 1993b; Newman ef al., 1992). Pour I’opéron
ilvIH, il a été confirmé par permutation, que Lip se lie & un seul site et engendre une
courbure de I’ADN de 52 degrés. De plus, I’angle de la courbure augmenterait a 135
degrés lorsque la protéine lie deux sites adjacents (Wang et Calvo, 1993b).
Finalement pour certains opérons, la régulation par la protéine Lrp et notamment les
changements de conformation dont elle est a ’origine, impliquerait une association

avec d’autres protéines liant I’ADN telles que HU, IHF et H-NS (Paul et al., 2001).

3.3 Sites de liaison de Lrp

Selon plusieurs groupes de recherche, la protéine Lrp régulerait directement
I’expression de certains geénes par liaison a des séquences spécifiques sur I’ADN
(Ali Azam et Ishihama, 1999; Cui et al., 1995; Wang et Calvo, 1993a). Dans une
étude sur la régulation de ’opéron tdh par la protéine Lrp et la leucine, 1’équipe de
Rex (Rex et al., 1991) proposa une séquence consensus asymétrique pour la liaison
de Lrp. Cette derniére est composée de 12 pb (S’TTTATTCTnAAT3’) et est située
en amont du promoteur. La séquence consensus est également retrouvée au niveau
d’autres régions régulatrices adjacentes a certains promoteurs régulés aussi par la

protéine Lrp comme lysU, livJ et livKHMGF (Rex et al., 1991). D’autre part, Wang
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et Calvo (1993a) proposérent un autre site de liaison pour Lrp. L’analyse des six sites
de liaison de Lrp, situés dans la région régulatrice de 1’opéron ilviH, a permis de
définir une seconde séquence consensus asymétrique (5’ AGAATTTTATTCT3’). Si
on compare les deux séquences consensus identifiées, seul le pentamére TTTAT est
commun a celles-ci (van der Woude ef al., 1992). De surcroit, suite a ’analyse de 63
séquences d’ADN liant Lrp, Cui et ses collaborateurs (1995) ont proposé une
séquence similaire & celle de Wang et Calvo (5YAGHAWATTWTDCTR3’, ou Y=
CouT, H= pas G, W= A ou T, D= pas C et R= A ou G). Il est a noter que la
séquence consensus retrouvée chez I’opéron pap (5’Gnn(n)TTTt3’) différe des autres
séquences consensus rapportées précédemment (Nou ef al., 1995). Il semble donc
que la protéine Lip reconnaisse non pas une séquence spécifique sur I’ADN, mais
plutét un motif répété de A et de T ou un motif structural (Newman et al., 1996;
Newman et Lin, 1996; Calvo et Matthews, 1994). Finalement, la protéine Lip lierait
différemment I’ADN selon la sensibilité des opérons a la leucine (ex: ilvIH) versus

(ex: pap) (van der Woude et al., 1992).

34 Régulation de la biosynthése de Lrp

La protéine Lrp est relativement abondante dans la cellule en «milieu minimal en
glucose». Elle représente environ 0,1% des protéines cellulaires totales, ce qui
correspond a environ 3000 diméres par cellule tel qu’estimé par Western blot par
I’équipe de Willins (Willins er al., 1991). La présence de la protéine Lrp en
concentration treés élevée est 1étale pour la bactérie (Chen et Newman, 1998; Borst et
al., 1996) tandis qu’en concentration trés faible, le temps de genése est grandement
augmenté (Borst et al., 1996). Donc, la biosynthése de cette protéine doit &tre régulée
précisément, comme pour la plupart des facteurs de transcription, dans le but
d’assurer la survie et la croissance de la bactérie. La protéine Lrp contr6le sa propre
transcription (Wang et al., 1994; Lin et al., 1992). Des études effectuées avec une
fusion chromosomique /rp::lacZ ont appuyé la théorie selon laquelle le geéne /rp est
régulé de facon autogene. Selon les expériences de Wang et ses collaborateurs
(1994), en milieu pauvre en glucose, ’expression de la fusion Ilrp::lacZ est

augmentée de deux a trois fois chez une souche sans /rp fonctionnel. En revanche,



45
selon Lin et ses collaborateurs (1992), I’expression est diminuée de dix fois par la
présence de Irp inséré dans un plasmide présent en multicopies. Cette autorégulation
implique Ia liaison de la protéine Lrp entre 32 et 80 pb en amont du site d’origine de
la transcription de /rp comme I’équipe de Wang (1994) a pu le constater par des
¢tudes de retard sur gel et d’empreinte génomique, ainsi que par des études de

mutations et de délétions.

Les conditions de croissance ont un effet étonnant sur 1’expression du gene Irp. 1l a
ét¢ observé par I’équipe de Lin (1992), a I’aide d’une fusion chromosomique
Irp::lacZ, qu’en milieu riche LB I’expression du géne /rp est diminuée de plus de dix
fois. Ce méme «effet répresseur» observé en milieu LB a presque ¢€té égalé en
ajoutant des acides aminés, & une concentration de 1%, au milieu pauvre en glucose
(Chen et al., 1997). Ces résultats indiquent que la plupart des effets du milieu LB sur
la concentration de la protéine Lrp sont dues & la présence des acides aminés. Donc,
la protéine Lrp est moins synthétisée en présence d’une forte concentration en
métabolites ou encore en milieu riche (e.g. tractus intestinal). Ces résultats
supportent la théorie du festin versus celui de la carence décris par Calvo et Matthews
(1994). En condition de carence, c’est-a-dire dans des conditions de croissance
pauvre en métabolites, Lrp active 4 un niveau optimal les génes de synthése (génes de
biosynthése des acides aminés, génes impliqués dans ’assimilation de 1’ammonium,
certains genes codant pour des pili). En revanche, lors de festin, la protéine Lmp
réprime les génes impliqués dans le catabolisme et le transport des acides aminés. De
ce fait, la protéine Lrp permet I’adaptation d’E. coli aux changements majeurs de son

environnement (Hung e al., 2001; Calvo et Matthews, 1994).

Cette chute d’expression de la protéine Lip en milieu riche est régulé par un
meécanisme qui demeure encore inconnu car cette diminution ne dépendrait pas
seulement de I’autorégulation de la protéine (Lin et al, 1992). D’un c6té, la
diminution de concentration de la protéine Lrp en milieu riche s’explique en partie
par une dilution de la protéine entrainée par la division cellulaire ou par la
dégradation des protéines existantes (Emsting et al., 1993). D’un autre coté,
I’expression du géne Irp serait régulée par le taux de croissance plutét que par les

composantes du milieu (Landgraf et al., 1996). Dans cette méme étude, il a été
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stipulé que I’environnement nutritionnel régule I’expression du géne Irp et que le
niveau d’activité du promoteur est stimulé par la guanidine 3°,5’ bis-pyrophosphate
(ppGpp) dont le niveau fluctue lorsque le taux de croissance augmente. De ce fait, le
faible taux de croissance en milieu pauvre favorise une augmentation du niveau de
ppGpp encourageant une expression bonifiée de la protéine Lrp. Cependant, les
résultats obtenus par Landgraf et ses collaborateurs (1996) furent remis en question
lors d’une étude effectuée par I’équipe d’Ali Azam (1999). La concentration
cellulaire de Lrp fit déterminée a différentes phases de croissance en milieu LB riche
a I’aide de Western blot effectués avec des anticorps dirigés contre Lrp. Les résultats
obtenus ont indiqué que la concentration intracellulaire de Lrp est de 2500 molécules
par cellule en phase exponentielle de croissance et une chute rapide du niveau de Lrp
est observée en phase stationnaire. Cette découverte ébranle ainsi I’hypothése de
I’équipe de Landgraf (1996) qui suggeére que le niveau de Lrp est inversement

proportionnel au taux de croissance.

Selon les résultats obtenus par I’équipe de Chen (1997), certains acides aminés ont
des effets sur I’expression du geéne /rp. Ils ont démontré a I’aide d’une fusion
transcriptionnelle lrp::lacZ que ’addition de la plupart des acides aminés réprime
I’expression du géne Irp. Seul la leucine et les acides aminés aromatiques n’ont pas
d’effet sur I’expression de ce géne (Chen et al., 1997; Lin et al., 1992). La source de
carbone disponible en milieu pauvre peut également faire varier le niveau
intracellulaire de la protéine Lrp (Chen et al., 1997; Newman et Lin, 1996; Newman

et al., 1996).

De plus, la liaison non-spécifique de la protéine Lrp a I’ADN dans un modéle in vivo
affecte la concentration de la protéine Lrp libre dans la cellule ce qui influence
'interaction de Lrp avec les séquences d’ADN cibles spécifiques. Récemment
I’équipe de Chen (2001a) ont étudié la distribution de Lrp et de ppGpp dans la cellule
lors de la croissance bactérienne dans diverses conditions nutritionnelles. Lors de
cette étude, ils ont démontré la chute de la concentration de protéine Lrp lorsque le
taux de croissance augmente et la diminution de la proportion de Lrp libre aprés
I’apport supplémentaire en leucine. Cette diminution est encore plus prononcée

lorsque les cellules se multiplient rapidement comme en milieu LB riche. Par
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conséquent, ces résultats sont en accord avec le fait que la protéine Lrp active les
voies de biosynthése et réprime les voies de dégradation. En considérant le cas
d’Escherichia coli, qui se développe relativement lentement en milieu minimal, donc
beaucoup de protéine Lrp libres, peu de Lrp liées non-spécifiquement. Les opérons
activés par la protéine Lrp dans des conditions de croissance correspondant a la
famine (opérons de biosynthése) et ont des sites de liaison (2 proximité de leur
promoteur), intégralement occupés par la protéine Lrp. Le méme patron est plausible
pour les opérons réprimés par la protéine Lrp (opéron de dégradation). Inversement,
lors d’un scénario au cours duquel il y aurait croissance rapide en milieu riche (peu de
protéine Lrp libres, beaucoup de protéine Lip liées non-spécifiquement), ces opérons

de biosynthése seront inactifs alors que les opérons de dégradation seront stimulés.

3.5 La structure de la protéine Lrp

3.5.1 Les domaines fonctionnels de la protéine Lip

La protéine Lrp est constituée de trois domaines fonctionnels (domaine de liaison a
I’ADN, domaine d’activation de la transcription, domaine d’auto-association et de
réponse a la leucine). Ces domaines furent identifiés lors d’une étude dans laquelle
le géne Irp, inséré dans un plasmide, a été soumis a une mutagenése in vitro. Ce
plasmide fut introduit dans une souche possédant une fusion transcriptionnelle

ilvlH::lacZ (Platko et Calvo, 1993).

A) La région N-terminale : Domaine de liaison 3 ’ADN

Le domaine de liaison a I’ADN est situé entre les acides aminés 16 a 70 de la partie
N-terminale de la protéine (Figure 11). Il a été démontré par retard sur gel que les
protéines ayant des mutations dans la région N-terminale perdent leur capacité a se
lier aux sites situés en amont d’ilviH. De surcroit, le degré d’expression du
promoteur d’ilvIH, mesuré par I’activité de la B-galactosidase, est trés faible in vivo.

Les modifications au niveau de cette partie annihilent la possibilité de formation du
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complexe Lrp-ADN et diminue le degré d’expression du promoteur (Platko et Calvo,
1993). Par conséquent, cette région de la protéine coincide avec le domaine de

liaison a I’ADN.

Chez les procaryotes, les protéines qui se lient 3 ’ADN ont souvent un motif
structurel « hélice-tour-hélice (HTH) ». Ces protéines sont constituées d’une courte
hélice o, d’un tour (incluant dans la plupart des cas une glycine) et d’une seconde
hélice pouvant former un contact spécifique avec certaines bases a I’intérieur du site
de liaison 4 ’ADN (Prescott et Klein, 1995). Pourtant, selon des alignements de
séquences avec des motifs protéiques connus, la protéine Lrp dispose seulement d’un
motif HTH putatif (Platko et Calvo, 1993). La protéine Lrp posséde généralement la
premiere hélice a et le tour entre les résidus 29 et 41 mais la région correspondant a
I’hélice de reconnaissance de I’ADN est moins bien définie. Une étude faite par
Platko et Calvo (1993) démontre que les mutations affectant la liaison a I’ADN sont

situées trés pres ou a I’intérieur de la région HTH putative.

De plus, selon une étude de Zinser et Kolter (2000), la présence du motif est
également supportée par le fait que la délétion de la glycine 39 inhibe la liaison de la
protéine & PADN. Suite a une étude cristallographique d’une protéine Lrp, la
présence de la région HTH putative chez la protéine Lrp d’E. coli a été suggérée.
Dans cette méme étude, des analyses de la structure et des comparaisons de
séquences ont confirmé la présence du motif HTH dans la région N-terminale entre

les résidus 21 et 45 (Leonard et al., 2001).

120 RVPDMSAYRKLLGETLLRLPG 140
Pap-spécifique

40 80 120 160
; 1
N e e .
Région de liaison a 'ADN zzz77777777727772777777  Région de
Reégion d'activation réponse a la
leucine

Figure 11: Carte fonctionnelle de Lrp. Les régions requises pour la liaison & 'ADN, l'activation et la réponse a la leucine
décrites par Platko et Calvo (1993) sont indiquées. La région pap-spécifique décrite par Kaltenbach er al. (1998)

est également présentée (Figure adaptée de Kaltenbach et al., 1998).
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B) Région centrale : Domaine d’activation de la transcription

Le domaine d’activation est situé au centre de la molécule (Figure 11) entre les
résidus 76 et 125. Platko et Calvo (1993) ont démontré que des mutations ponctuelles
dans cette région n’affectent pas le patron de liaison de Lrp aux sites en amont
d’ilvIH in vitro. Cependant, ces mutations affectent 1’expression du promoteur de

ilvIH qui est réduite de 3 4 12 fois.

Dans la région centrale une hélice o« amphipathique a été retrouvée contenant de
nombreux résidus chargés négativement. Cette structure est fréquemment retrouvée
chez des facteurs de transcription de procaryotes et d’eucaryotes. Elle est primordiale
au mécanisme d’activation. Pourtant, les mutations qui affectent 1’activation de la

transcription sont situées a I’extérieur de cet arrangement (Platko and Calvo, 1993).

C) Région C-terminale : Domaine d’auto-association et de réponse 2 la leucine

Il a éte stipulé récemment que pour une concentration de I’ordre du pM, la protéine
Lrp s’oligomérise majoritairement en hexadécameéres et & un moindre niveau en
octameres. De surcroit, la région C-terminale de Lrp est essentielle dans
I’auto-association des monoméres puisque la délétion des 11 derniers résidus affecte
fortement la capacité d’oligomérisation de la protéine. La région C-terminale de la

protéine est donc impliquée dans I’auto-association de la protéine Lrp.

Dans plusieurs études, il a été démontré que la présence de la leucine diminue la
liaison de la protéine Lip aux sites situés en amont du promoteur de ilvIH (Marasco et
al., 1994; Ricca et al., 1989). Cependant, lorsqu’il y a des mutations spécifiques dans
la région C-terminale de la protéine, in vitro, la leucine n’affecte pas le patron de
liaison de la protéine Lrp & I’ADN et ’expression du promoteur du géne ilvIH reste
identique en présence ainsi qu’en absence de 1’acide aminé leucine (Platko et Calvo,
1993). La région C-terminale représente donc un domaine nécessaire a I’effet de
répression produit par I’acide aminé leucine. Ce domaine situé entre les résidus 108
et 149 de la molécule, entrecoupe le domaine d’activation (Figure 11). Platko et

Calvo (1993) ont isolé sept mutations permettant cette insensibilité (Leul08, Asp114,
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Met124, Leul36, Tyrl47, Vall48 et Vall49). Ces structures mutées ont
dernicrement €té comparées a la structure cristalline de I’homologue LrpA, qui est
insensible a I’acide aminé leucine, de Pyrococcus furiosus (28% d’identité), présent
seulement sous forme octamérique (tétrameére de dimeéres). Suite a cette comparaison
aux résidus homologues, il a été observé que cinq de ces sept résidus mutés sont
regroupés en une seule région traversant I'interface du dimére tandis que les deux
autres mutations se situent plutt dans une région adjacente impliquée dans 1’auto-
association des diméres. Ces résultats suggérent que ce secteur influence I’état
multimérique de la protéine. De plus, les séquences de Lrp et de son homologue
AsnC ont ét¢ comparées 2 la structure de LrpA afin d’identifier des sites possibles de
liaison avec la leucine ou avec I’arginine (Leonard et al., 2001). Contre toute attente,
aucun site chevauchant la région de réponse a la leucine localisée en C-terminal n’a
eté obtenu par 1’alignement de séquence/structure. Néanmoins, trois sites putatifs de
liaison ont été identifiés dans le domaine N-terminal de la protéine Lrp, ce qui
n’apporte aucun indice structurel concernant I’interaction entre 1’acide aminé et la

protéine en C-terminal.

Des résultats obtenus par Chen et Calvo (2002) par mesure de fluorescence, suggerent
que la protéine Lrp a deux sites de liaison a la leucine, un de faible affinité et un autre
de haute affinité. Le site de faible affinité est primordial dans le maintien de I’état
multimérique de la protéine Lip tandis que le rdle de celui de haute affinité demeure
obscur. En contrepartie, 1’intégrité du site de haute affinité serait requise pour que la
protéine lie I’acide aminé au site de faible affinité. La localisation exacte sur la

protéine de ces deux sites essentiels n’a pas encore été identifiée.

Pour comprendre le lien entre la fonction d’auto-association et la fonction de réponse
a la leucine de la région C-terminale de la protéine Lrp, une étude 2 été réalisée par
P’équipe de Chen (2001b). Il a été démontré, que la présence de leucine induit la
dissociation de I’hexadécamére en octaméres liés a I’acide aminé leucine. Ces
résultats, ainsi que ceux obtenus par cristallographie de la protéine LrpA, suggérent
que la leucine agit sur I’interaction entre les domaines C-terminaux menant a 1’auto-

association de la protéine Lrp.
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3.5.2 Larégion pap spécifique de Lp

Selon les études faites par I’équipe de Nou (1995), I’activation par la protéine Lrp de
la transcription du géne pap, contrairement au géne ilvIH, exige la présence du co-
régulateur Papl. Selon I’équipe de Blyn (1990), la transcription est aussi dépendante
de la méthylation. Grace a des révélations chromogéniques de I’activité des fusions
transcriptionnelles permettant de différencier 1’activité des promoteurs (papBA-phoA,
ilvIH-lacZ), des mutations inhibant la variation de phase de Pap, au niveau de la
protéine Lip, mais ayant peu d’effet sur la transcription de ilvIH ont été identifiées
(Kaltenbach et al., 1998). Selon I’équipe de Kaltenbach (1998), la substitution des
acides aminés Alal26, Glul33 et Thr134 de Lrp, situés en dehors du domaine de
liaison a2 ’ADN et du domaine d’activation de la transcription, réduit fortement la
transition vers la phase ON chez le pili Pap. Lors d’analyses in vitro, il a été observé

TI344 EI33G maintiennent la méme affinité pour I’ADN de

que les mutants Lrp et Lp
pap et d’ilvIH. De plus, ces mutants répondent aussi bien a la protéine Papl que la
souche contenant la protéine Lrp sauvage. Ces résultats indiquent que les mutants
Lrp sont déficients lors d’une interaction requise pour la transition de la phase OFF
vers la phase ON chez pap et non requise chez ilvIH. Cependant, le role spécifique

de la région pap ainsi que ces différentes interactions demeurent encore inconnus.

3.6 Le classement des différents systémes régulés par Lrp

La protéine Lrp peut agir soit comme activateur ou comme répresseur
transcriptionnel. De surcroit, son activité peut é&tre réprimée, potentialisée ou
demeure inchangée en présence de leucine et/ou d'alanine (acides aminés
aliphatiques). Peu d'études réalisées jusqu'a présent avec l'alanine démontrent un
effet similaire a celui de la leucine. Le classement se fait donc dans six familles selon

le r6le de la protéine Lip et I'effet de ’acide aminé leucine :
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@® La Famille 1:
Comprend les génes activés par la protéine Lrp et la présence de la leucine qui

inhibe I’action Lrp.

@ La Famille 2:
Comprend les génes réprimés par la protéine Lrp et la présence de la leucine qui

inhibe I’action de Lrp.

@ La Famille 3:
Comprend les génes activés par la protéine Lrp et la présence de la leucine qui

potentialise I’action de Lrp.

@ La Famille 4:
Comprend les génes réprimés par la protéine Lrp et la présence de la leucine qui

potentialise I’action de Lrp.

@ La Famille 5:
Comprend les génes activés par la protéine Lrp et la présence de la leucine qui

n’intervient pas avec 1’action de Lrp.

@ LaFamille6:
Comprend les génes réprimés par la protéine Lrp et la présence de la leucine qui

n’intervient pas avec 1’action de Lrp.

3.7 Le mécanisme d’action des acides aminés leucine et alanine

La protéine Lrp a été décrite comme étant la médiatrice de I’effet que la leucine a sur
certains génes ou opérons. Cette caractéristique explique la provenance de son nom :
Leucine-Responsive Regulatory Protein. Selon I’équipe de Marasco (1994), la
protéine Lrp se lie a la L-leucine avec une constante de dissociation de 1.22 X 10°M.

Approximativement 2 Moles de L-leucine se fixent par Mole de dimére de protéine

Lrp.

La leucine interagit directement avec la protéine Lrp ce qui conduit & un changement

conformationnel de la protéine réduisant ainsi son affinité pour la région promotrice
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(Marasco et al., 1994). Plusieurs études de retard sur gel soutiennent ce point de vue.
De surcroit, plusieurs €quipes dont Nou et ses collaborateurs (1995) ont confirmé que
la leucine inhibe I’effet activateur de la protéine Lrp sur les promoteurs d’ilviH et de
gltBDF. La leucine inhibe aussi I’effet répresseur de la protéine Lrp sur le promoteur
de lysU en réduisant I’affinité de la protéine pour ses sites de liaison (Ernsting ef al.,
1993; Lin et al., 1992; Ricca et al., 1989). Dans un méme ordre d’idée, I’équipe de
Zhi (1999) a démontré d’une part, que la leucine et ’alanine, qui activent 1’expression
de dadAX, diminuent I’affinité de la protéine Lrp pour les sites répresseurs sans avoir
d’effet sur la liaison de la protéine sur les sites activateurs. D’autre part, selon
I’équipe d’Emnsting (1993), I’effet de ’acide aminé leucine sur la liaison de la
protéine Lrp a ’ADN est saturable ce qui suggere que la liaison de la leucine a Lrp

module mais n’abolit pas I’affinité de Lrp pour la région promotrice de I’opéron.

Une étude comparative d’Ernsting et de son équipe (1993) entre les promoteurs de
gltBDF et d’ilvIH régulés positivement par la protéine Lrp suggére un modéle qui
explique I’action de la leucine. Selon ce modele, les génes ou les opérons ayant des
sites de liaison de forte affinité pour Lrp (ex: gltBDF, Kd= 2,0 nM) sont moins
influencés par I’effet de la leucine que ceux liant la protéine Lrp avec une faible
affinité (ex: ilviH, Kd= 6,9 nM). De surcroit, ce modéle suggére que pour chaque
gene correspond une concentration de protéine Lrp a laquelle I’effet de la leucine sur
I’expression est maximale. A une concentration suffisamment élevée de Lrp,ilya
formation de complexes Lrp/promoteur tant en présence qu’en absence de 1’acide
aminé leucine. De plus, le promoteur devient insensible a la présence de cette
derniére a forte concentration. Cependant, 4 une concentration suffisamment faible
de Lrp, les opérons régulés par Lip sont plus sensibles a la présence de la leucine

(Ernsting et al., 1993).

L’équipe de Chen (2001b) a étudié les mécanismes permettant a la leucine d’affecter
I’expression de certains genes régulée par la protéine Lrp. Lors de cette étude, I’auto-
association de la protéine Lrp et I’effet de la leucine sur cette auto-association ont été
examinés de différentes fagons (par diffusion de la lumiére, par liaison chimique
croisée et par ultracentrifugation analytique). Comme mentionné précédemment, la

leucine régule I’activité de la protéine Lrp en agissant sur ’interaction entre les
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domaines C-terminaux menant a 1’auto-association de Lrp. En se fondant sur les
résultats obtenus, un modeéle a été suggéré pour expliquer les six patrons de régulation
de la protéine Lrp et de la leucine sur certains génes (Figure 12). Selon cette
hypothese, les hexadécameres/octameéres et les octaméres liés a la leucine sont des
formes actives de Lrp qui régulent la transcription de nombreux opérons. L’ajout de
leucine favorise la transformation de ’hexadécamére ou de ’octamére en octameére
lié a la leucine, forme inactive de la protéine Lrp pour ces opérons. Inversement,
pour les opérons qui sont activés ou réprimés par la protéine Lrp et pour lesquels
effet de cette protéine est potentialisé par la leucine, I’octamére 1ié a ’acide aminé
est la forme active. Dans le cas de ces génes, la leucine intensifie I’effet de la
protéine Lip en favorisant la conversion des hexadécaméres ou des octaméres en
octameéres li€s & la leucine. Somme toute, I’hexadécameére, 1’octamere et I’octamére
lié a la leucine sont hypothétiquement les formes actives pour les opérons régulés par

la protéine Lrp et sont insensibles a la présence de la leucine exogéne.

Opéron |
(A) La leucine a ‘
peu d'effet sur la
fonction de Lrp
+ Leu
Lrp16/8 -~ Lrp8 - Leu
‘
(B) La leucine - Leu (C) La leucine
réprime l'effet de Lrp potentialise
I'effet de Lrp

Opéron I Opéron lli

Figure 12: Modele des divers effets de la leucine sur la fonction de Lrp (Figure adaptée de Chen et al., 2001b).

Une étude réalisée récemment par Chen et Calvo (2002) suggére que I’hypothése de
I’état multimérique de la protéine Lrp semble jouer un réle indispensable dans la

réponse a la leucine. Lors de cette étude, 1’auto-association des protéines Lrp
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mutantes insensibles a la leucine (Aspl14 et Leul36) a été examinée et un état
octamerique parait €tre privilégié, & l'inverse pour la protéine sauvage ol c’est
I’hexadécamere. D’autre part, la capacité de liaison de la leucine a ces protéines Lrp
mutantes a ¢galement été étudiée et aucune différence n’a été percue. En
conséquence, ces résultats suggérent que la transition de ’hexadécamére vers la

forme octamérique li€ a la leucine est requise pour la sensibilité 4 la leucine.

L’effet de I’alanine exogene sur la protéine Lrp, contrairement a la leucine, a été tres
peu étudié jusqu’a ce jour. Grace a des profils de protéines observés a ’aide de gels
d’¢électrophorése en 2D (Emsting et al., 1992) et des études de retard sur gel ( Zhi et
al., 1999; Lin et al., 1992), I’effet de 1’alanine sur les génes régulés par la protéine
Lrp apparait similaire a4 celui observé avec la leucine. Aucun géne régulé par
I’alanine et n’étant pas régulé par la leucine n’a été identifié jusqu’a ce jour (Braaten

et al., 1992).
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Quatriéme partie : L’empreinte génomique

4.1 Généralités concernant I’empreinte génomique

L'empreinte génomique est une méthode qui sert a visualiser directement la liaison
d’une protéine sur une séquence spécifique de ’ADN (Galas et Schmitz, 1978).
Cette expérience est habituellement utilisée en combinaison avec le retard sur gel
pour identifier des facteurs nucléaires (chez les eucaryotes) et cytoplasmiques (chez
les procaryotes) qui se lient a des séquences dans les régions régulatrices d’un géne.
L’empreinte génomique est générée lorsqu’un facteur de transcription protége un
segment de ’ADN de I’activité nucléotidique d’un agent de coupure. Dans une
expérience typique, les patrons de coupure obtenus pour un fragment d’ADN cible,
en présence ou en absence de I’extrait nucléaire ou cytoplasmique sont comparés.
L’empreinte génomique apparait comme un endroit ou aucune coupure n’a été faite
en présence d’un extrait protéique. En comparant la mobilité électrophorétique des
produits de la coupure a ceux d’une échelle dérivée du méme fragment d’ADN, la
position de I’empreinte génomique (I’endroit ou la protéine se lie sur I’ADN), pourra
étre déterminée. En résumé, cette méthode est sensible et procure une résolution de

niveau nucléotidique.

La clé du succés avec I’empreinte génomique repose sur 1’établissement des
conditions de coupure qui vont générer des différences reproductibles lorsque ce
méme segment d’ADN sera traité en présence et en absence de la protéine.
L’avantage de cette méthode repose dans la comparaison cote a cote sur un gel de

séquengage des produits coupés obtenus en présence et en absence de la protéine.

4.2 Description et caractéristiques du matériel

4.2.1 Les agents de coupures

Deux types d’agents de coupure pour ’ADN peuvent étre utilisés pour 1’empreinte
génomique. Une enzyme comme la DNasel est utilisée car elle coupe les liens

phosphodiester de la charpente de I’ADN. Alternativement, des agents chimiques
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comme les radicaux hydroxyles et les ions cuivre-phénanthroline sont des complexes
qui coupent en oxydant la partie désoxyribose de I’ADN (Hertzberg et Dervan, 1984;
Sigman et al., 1979).

La DNasel

A I’origine, ’enzyme DNasel a été utilisée pour développer la méthode d’empreinte
génomique (Schmitz et Galas, 1979; Galas et Schmitz, 1978). Malgré la découverte
subséquente de méthodes chimiques élégantes pour couper ’ADN, la DNasel
demeure encore aujourd’hui le premier choix pour I’empreinte génomique.
L’enzyme DNasel, en présence de Mg”*, introduit des coupures entre chaque brin du
double-brin d’ADN, indépendamment. = Néanmoins, les coupures produites
apparaissent au «hasard» (coupures non-spécifiques), ce qui cause des résultats
discordants entre plusieurs groupes de recherche. D’un c6té, I’analyse biochimique
du produit de la digestion de I’ADN montre seulement quelques faiblesses dans la
spécificité (Bernardi et al., 1975; Ehrlich et al., 1973). D’un autre coté, I’équipe de
Scheffler (1968) a démontré que la DNasel a une préférence marquée pour les
coupures poly[d(A-T)]epoly[d(A-T)] a I’extrémité 5’ de résidus T. Ce résultat est
confirmé par I’homopolydimérique [d(A-T)], de Lomonossoff et ses collaborateurs
(1981). Néanmoins, cette spécificité est due & une conformation inhabituelle de
Passociation de la DNasel avec 1’homopolydimére plutdt qu’a une préférence de

I’enzyme pour une séquence particuliére (Klug et al., 1979).

L’analyse des structures cristallines des complexes formés par la DNasel et de courts
oligonucléotides double-brin démontre qu’une boucle exposée de 1’enzyme se lie,
dans un site mineur de ’ADN avec les deux brins d’acides nucléiques (Suck et
Oefner, 1986; Suck et al., 1984). Les régions de I’ADN riches en thymine et adénine
sont tres rigides et sont des sites mineurs de liaison. L’équipe de Suck (1988) a
suggéré que les liens A-T de I’ADN peuvent étre relativement résistants a la coupure

par ’enzyme DNasel.

En regard de cette confusion, il est prudent de vérifier que la DNasel ne montre pas
de différences majeures dans son patron de coupure sur I’ADN cible radio-marqué

qui n’a pas €té incubée avec la protéine. Les différences peuvent étre éliminées par
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des expériences pilotes, qui servent a établir les conditions optimales de coupure par
la DNasel, de ’ADN cible radio-marqué. Le but de ces expériences est de couper
chaque molécule d’ADN, une fois entre chaque site de marquage radioactif et une
fois & P’extrémité distale du site de liaison. Plus grande est la distance entre chaque
radio-marquage et le site de liaison, plus faible est la quantité de coupures requises.
Les expériences pilotes sont habituellement effectuée en utilisant plusieurs
concentrations d’enzyme pour déterminer les conditions sous lesquelles ’ADN nu
sous-réagit (la majorité du fragment original demeure non-coupé et les bandes
formées par I’échelle sont piles) ou sur-réagit (peu du fragment original demeure
non-coupe et les fragments les plus petits sont sur-représentés dans la digestion).
Comme guide rudimentaire, une quantité de DNasel devrait étre utilisée pour couper
environ 50% des molécules radio-marquées lors de la réaction. Pour des variations
du protocole, on peut consulter plusieurs études de référence (Lakin, 1993;

Hochschild, 1991; Tullius et al.,1987).

Le but est d’établir des conditions ol une coupure partielle de I’ADN cible par la
DNasel produit des brins différents les uns des autres en longueur par une seule base
apres la digestion. Idéalement, il ne devrait pas y avoir d’espace dans cette échelle et
pas de différences dramatiques dans I’intensité des bandes. En pratique cependant, il
est habituellement impossible d’obtenir ce niveau de discrimination, méme avec de

I’ADN nu.

Une observation fréquemment associée avec I'utilisation de la DNasel pour
I’empreinte génomique est I’apparition de bandes intenses lors de 1’autoradiogramme
des échantillons incubés avec la protéine qui lie I’ ADN et I’enzyme de coupure. Ces
sites sont appelés hypersensibles, ce qui refléte une augmentation des coupures de
’ADN par la DNasel. Ces bandes intenses sont le résultat de changements
conformationnels de I’ADN double-brin se liant a la protéine ou encore,
d’interactions protéine-protéine entre la nucléase et la protéine qui devrait se lier &
I’ADN. La nature de ces changements conformationnels n’est pas encore trés bien
comprise, mais ils peuvent étre reliés a ’emplacement des liaisons, aux changements

de bases (Klimasauskas et al., 1994) ou 4 I'augmentation de I’ADN simple-brin
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(Kimball ef al.,1995) dans ’ADN apportée par la liaison avec la protéine. Les sites

hypersensibles accompagnent toujours une véritable empreinte génomique.

Lorsque des brins d’ADN courts sont utilisés comme substrat pour la DNasel, «’effet
de terminaison» devient apparent (Lomonossoff et al., 1981; Galas et Schmitz, 1978).
La probabilité qu’un lien phosphodiester particulier soit coupé augmente en fonction
de la distance avec I’extrémité 5> du brin d’ADN, au moins aussi loin que le huitiéme
lien phosphodiester. II est donc important de s’assurer que la région d’empreinte
génomique ne se trouve pas trés proche de ’extrémité 5° marquée du fragment

d’ADN.

Habituellement, les réactions d’empreinte génomique sont analysées cote a cote a
'aide de la réaction de Maxam-Gilbert sur un gel de séquengage d’ADN. Si
I'empreinte du fragment d’ADN est marquée a son extrémité 5°, les bandes
autoradiographiques obtenues des deux ensembles de réactions ne peuvent pas étre
alignées parce que les produits radio-marqués transportent des groupes différents a
leur extrémité 3'. Les réactions chimiques reliées a des bases spécifiques provoquent
le retrait d’une base et de son sucre, ce qui génére un brin d’ADN phosphorylé & son
extrémité 3° hydroxyle. La mobilité électrophorétique de cette réaction de coupures
chimiques est relativement meilleure que celle des fragments produits par la digestion
avec I’enzyme DNasel. Ce probléme est d’autant plus sévére lorsque de petits

fragments d’ADN sont 4 I’étude.

Les fragments d’ADN représentant des promoteurs eucaryotiques contiennent
souvent de multiples sites de liaison pour un ou plusieurs facteurs de transcription.
Pour définir précisément les liens de chaque empreinte génomique, il est préférable
d’expérimenter des méthodes ol les fragments d’ADN sont marqués en 5’ dans une
expérience et en 3’ dans une seconde. En comparant les régions d’ADN protégées
dans les deux expérimentations, les subtilités dans les liens peuvent étre détectées, et
un portrait plus précis du site de liaison et de sa relation avec les protéines peut étre
etabli. L’utilisation de fragments marqués en 3’ élimine aussi le probléme des
différences de migration électrophorétique entre ’ADN standard généré par la
coupure de Maxam-Gilbert (Figure 13) et ’empreinte génomique, puisque dans ce

cas, tous les fragments d’ADN vont avoir une extrémité 3’ phosphorylée.
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Figure 13 : Représentation schématique d’une empreinte génomique accompagnée d’une réaction de Maxam-Gilbert. Un
fragment d’ADN double-brin de longueur définie est premi¢rement marqué a I’extrémité de un des ces brins,
incubé avec une protéine qui a une liaison putative avec I"ADN puis incubé avec un agent de coupure sous des
conditions qui résulte en un événement de coupure moyen par molécule marquée. L'ADN est ensuite purifié et
analysé par électrophorése sur un gel dénaturant de polyacrylamide. Si les coupures adviennent au hasard, la
population résultante de fragments d’ADN simple-brin va différée en longueur par un simple nucléotide et va
apparaitre comme une échelle semi-continue aprés une autoradiographie du gel. De plus, si une région de ’ADN
est protégée de la coupure par la protéine lice, il y aura un espace dans I’échelle de fragments radioactifs. Cette
empreinte génomique peut &tre précisément localisé par I’alignement de cet espace avec un ensemble de réactions
séquentielles Maxam-Gilbert, qui proviennent du méme ADN radio-marque.

Les radicaux hydroxyles

Les radicaux hydroxyles coupe I’ADN en retirant un atome d’hydrogene de la partie
désoxyribose (Price et Tullius, 1992; Hertzberg et Dervan, 1984). Ces radicaux sont
générés par la réaction des complexes Fe(I) de 'EDTA et du H,O, (Wardman et
Candeias, 1996 (lois de Fenton, 1894)).

Fe(l) + H,0, — Fe(EDTA)" + °OH + "OH

Le Fe(ll) est régénéré a partir du Fe(Ill) produit par I’addition d’ascorbate a la

réaction. Les radicaux hydroxyles, qui ont une demi-vie particuliérement courte et
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qui sont diffusibles, réagissent avec les résidus désoxyriboses sur la surface de
ADN. De plus, les coupures sont faites de maniére indépendante de la séquence
nucléotidique (Henner et al., 1982). A cause de leur trés petite taille, les radicaux
hydroxyles peuvent réagir plus efficacement que la DNasel avec les nucléotides sur la
periphérie des sites de liaison. Cet accés veut dire que cette région de contact serrée
entre la protéine et son site de liaison peut &tre définie avec plus de précision.
L’efficacité de la coupure de I’ADN nu peut étre améliorée si le complexe Fe(II)-
EDTA est li€ au ligand ADN-li¢é (ADN : protéine), par utilisation du
propylméthidium (Tullius et al., 1987; Hertzberg et Dervan, 1984). Néanmoins, la
coupure de la structure dépend dans ce cas de I’insertion de la partie méthidium dans
le double-brin d’ADN. Lorsque ces insertions sont évitées par la liaison de la
protéine, I’empreinte génomique qui en résulte est plus large que celle obtenue avec
le Fe(I)-EDTA libre et est trés similaire a celle produite par la digestion avec la

DNasel (Tullius ef al., 1987; Van Dyke et Dervan, 1983).

Le cuivre-1.10-phénanthroline

Le principe de la réaction chimique du cuivre-1,10-phénanthroline avec I’ADN est
semblable a celle du Fe(II)-EDTA, a I’exception du complexe cuivré tétrahédrale qui
lie le site mineur de ’ADN et les ions de cuivre prés du résidu désoxyribose.
L’oxydation des ions cuivré par le peroxyde d’hydrogéne génére des espéces oxo-
cuivre qui enlévent efficacement l'atome hydrogéne du désoxyribose (Sigman et

Chen, 1990; Spassky et Sigman, 1985).

Cu + H,0, - Cu(EDTA)" + 'OH + OH

Contrairement a Fe(II)-EDTA, le cuivre(I)-1,10-phénanthroline coupe I’ADN nu
d’une fagon qui est trés influencée par la séquence nucléotidique. Cet effet est
apparemment une conséquence de la variation séquence-spécifique de la présentation

structurelle du site mineur de I’ADN.
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Les autres réactifs

Plusieurs réactifs chimiques additionnels coupant I’ADN sont utilisés pour étudier les
interactions ADN-protéine. Par exemple, le complexe rhodium-1,10-phénanthroline
(Chow et Barton, 1992) coupe I’ADN de fagon légérement dépendante et est sensible
aux ingrédients communément retrouvés dans les tampons de laboratoire comme les
cations divalents, ’EDTA, le glycérol, et les agents réducteurs (Sitlani et Barton,
1994), les dérivés de la porphyrine (Ward et al., 1986) et les sels uranyles (1’acétate
d’uranyle et le nitrate d’uranyle) (Gaynor et Unkenholz, 1989; Nielsen et al., 1988a).
Pour plusieurs de ces réactifs chimiques, il n’est pas clair s’ils procurent de
I'information additionnelle a celle obtenue avec le cuivre-1,10-phénanthroline (Chow
et Barton, 1992) ou avec les sels uranyles (Gaynor et Unkenholz, 1989) mais leur

coupure de I’ARN peut étre utilisée pour définir les interactions ARN-protéine.

4.2.2 La sélection de ’agent de coupure

Le choix de I’agent de coupure de I’ADN est une question d’intérét. La DNasel est
relativement volumineuse (45 X 40 X 35 A; Suck et al., 1984) et peut avoir des
difficultés pour atteindre les nucléotides en périphérie du site de liaison qui sont
protégés stériquement par la liaison avec la protéine. Cette limitation peut expliquer
pourquoi I’empreinte génomique avec la DNasel a tendance i donner un patron
d’empreinte moins bien défini, tandis que les radicaux hydroxyles donnent des
patrons plus petits et plus précis (Tullius ez al., 1987; Sawadogo et Roeder, 1985). La
DNasel délimite les extrémités externes de I’aire de contact entre ’ADN et la
protéine, tandis que les radicaux hydroxyles définissent un centre plus serré et
interne. Comme nous pouvons le constater, les deux genres d’information sont tres
pratiques, et aujourd’hui il est fréquent de faire les expérimentations avec deux
réactifs différents. La DNasel est une mise siire qui a acquis une large acceptation et
a été utilisée avec succés par plusieurs laboratoires. Néanmoins, des réactifs
chimiques comme le cuivre-1,10-phénanthroline, sont de meilleurs choix lorsque la
coupure ne peut pas étre détectée entre chaque paire de bases quand I’ADN nu

contenant la région d’intérét est partiellement dégradé par la DNasel (Galas et
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Schmitz, 1978) et aussi lorsque la région ciblée est suspectée (ou connue) de posséder

de longues chaines de résidus d’adénine ou de thymine.

Autant la DNasel (Papavassiliou, 1993) que le cuivre-1,10-phénanthroline (Kuwabara
and Sigman, 1987) peuvent étre utilisés pour couper les parties d’ADN de complexes
ADN-protéine sur une matrice de gel de séparation. Cette utilisation permet que
I’empreinte génomique soit directement couplée & I’expérimentation de retard sur gel.
Inversement, les radicaux hydroxyles, qui sont préférés lorsqu’une haute définition du
contact ADN-protéine est requise, sont toujours utilisés avec des complexes ADN-
protéine libre en solution. La DNasel peut aussi &tre utilisée sur des complexes en
solution ADN-protéine, mais il faut faire suivre cette partie de 1’expérimentation par
un gel d’électrophorése pour séparer les complexes ADN-protéine de I’ADN libre.

L’ADN peut ensuite étre extraite, dénaturée et analysée sur des gels de séquengage.

4.2.3 L’empreinte génomique in vivo

Les régions 5’ de plusieurs génes eucaryotes et procaryotes contiennent des douzaines
de sites de liaison pour plusieurs facteurs de transcription. De plus, il est relativement
facile de documenter les propriétés des protéines a se lier & des sites spécifiques en
utilisant I’empreinte génomique. Il est beaucoup plus difficile de confirmer quels
sont les sites de liaison utilisés in vivo et lesquels sont une conséquence de
I’utilisation de fortes concentrations d’ADN nu et enrichi de préparations de protéines
nucléaires. Ces questions peuvent trouver une réponse en faisant des expériences
d’empreinte génomique in vivo dans lesquelles ’habileté des protéines a se lier aux
régions régulatrices du geéne cible est déterminée dans une cellule exprimant le géne
et les protéines en question. Des expériences antérieures, de cette nature, ont été faite
par George Church et Walter Gilbert (1984), qui ont utilisé des agents de coupure
chimiques pour examiner les patrons de méthylation des régions 5’ des génes qui
codent pour les chaines lourdes des immunoglobulines de souris. Pour détecter des
signaux vraiment faibles émanant de génes cibles simple-brin et de leur méthylation
différentielle, un travail de titan a été requis. Ces mesures étant la génération de

Pinvestigation de Dactivité tres spécifique, la séparation d’ADN génomique coupé
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par I"¢lectrophorése de gels de séquengage suivi par un transfert électrophorétique de
I’ADN sur des filtres de nylon et de I’analyse par Southern blot pour la détection des
variations sensibles a la méthylation dans les coupures produites dérivées des génes

d’immunoglobulines.

Seulement quelques laboratoires peuvent combiner les spécificités techniques que
demande la réalisation de ces réactions et leur application sur I’empreinte génomique
in vivo. Cette technologie aurait pu étre oubliée ou négligée si ce n’avait été de
Barbara Wold et de ces collégues (Mueller and Wold, 1989), qui ont adapté cette
meéthode avec I'utilisation du PCR pour amplifier les fragments d’ADN dans
’empreinte génomique in vivo. Dans cette adaptation, qu’ils ont appelé PCR de
ligation dirigé, I’ADN génomique de cellules vivantes est fragmenté par un agent de
coupure de PADN comme le diméthylsulfate et ’ADN fragmenté est purifié par
extraction au phénol:chloroforme et une précipitation a I’éthanol. Un cycle
d’extension de I’amorce sur I’ADN traité définit la fin de la coupure et produit des
fragments a bouts francs auxquels sont ajoutées des séquences par ligation. Un PCR
est ensuite fait en utilisant 1’amorce complémentaire & la séquence ajoutée et une
deuxiéme amorce qui provient de ’ADN suspecté. En absence de liaison avec la
protéine, une échelle de produits est amplifiée et peut étre visualisée aprés une
séparation sur gel par électrophorése. Chaque fragment d’ADN dans 1’échelle
représente une coupure a un point précis du géne cible. Néanmoins, si une protéine
se lie a un site entre les deux amorces d’amplification, le fragment d’ADN sera
sous-représenté a cause de la protection de I’ADN face aux agents de coupure. Ces
fragments auront une intensité réduite sur le gel lorsque comparés a I’ADN généré en

absence du lien avec la protéine.

Des protocoles détaillés, pour le PCR de ligation dirigée, sont maintenant disponibles
(Zaret, 1997) et en général, ces méthodes sont réalisables dans la plupart des
laboratoires de biologie moléculaire. De surcroit, la méthode a été utilisée pour
démontrer les liaisons in vivo de facteurs de transcription spécifiques dans des tissus
(Mueller and Wold, 1989), pour cartographier des sites de méthylation dans des génes
inactifs et en combinaison avec d’autres agents de coupure enzymatiques et

chimiques pour définir les interactions ADN-protéine et la présence de conformations
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inhabituelles de ’ADN dans des génes transcrits (Zaret, 1997). En variant les
conditions dans lesquelles la cellule d’intérét est cultivée ou le temps pendant lequel
la cellule est stimulée par un organisme, il est possible de présenter un portrait
détaillé de I’empreinte laissée par I’association dynamique de différents facteurs de

transcription avec la région régulatrice du géne ciblé.

4.3 Généralités sur le retard sur gel

La migration de complexes ADN-protéine sur gel d’acrylamide non-dénaturant ou sur
gel d’agarose est la méthode 1a plus simple et la plus répandue pour détecter les
interactions spécifiques d'une protéine se liant i sa séquence nucléotidique cible. La
méthode de retard sur gel standard implique premiérement la mise en présence de
protéines avec des fragments d’ADN double-brin définis et marqués, deuxiémement
la séparation des complexes ADN-protéine de ’ADN nu par électrophorése et la
visualisation de ’ADN par autoradiographie. La liaison d’une protéine réduit la
mobilité électrophorétique de ’ADN cible, résultant en une bande discrete qui

correspond aux complexes ADN-protéine individuels.

Le retard sur gel a ét¢ introduit par ’équipe de Dahlberg (1969) comme une
technique pour expérimenter les interactions entre les protéines ribosomales et I’ARN
ribosomal. Cette méthode est répandue aujourd’hui. Elle est la résultante d’une
etude effectuée au début des années 80 sur I’équilibre et la cinétique de I’association
de protéines régulatrices procaryotes purifiées avec leur séquence cible d’ADN
(Hendrickson, 1985; Hendrickson et Schleif, 1985; Fried et Crothers, 1981; 1983;
1984a,b; Garner et Revzin, 1981). A I’époque, cette technique n’a pas été envisagée
pour la détection de séquences spécifiques de liaison ADN-protéine dans des
mixtures complexes. Cette possibilité n’est apparue qu’au moment ou il a été
demontreé qu’un transporteur d’ ADN supprime les liens non-spécifiques de la protéine
avec ’ADN cible radio-marqué (Singh et al., 1986; Carthew et al., 1985; Strauss et
Varshavsky, 1984). Depuis, cette technique a été étendue a I’analyse de complexes
formés entre protéines et des conformation inhabituelles de I’ADN, incluant les

jonctions Holliday (Dunderdale er al., 1991; Parsons et al., 1990), le mauvais
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appariement de paires de bases (Jiricny et al., 1988) et I’ADN-Z (Lane et al., 1992;
Nordheim et Meese, 1988). Néanmoins, la principale fonction de cette technique
demeure la détection et I’analyse de complexes formés entre des protéines (en trans)
et des séquences d’ADN (en cis) qui contrdlent I’expression de génes chez les

procaryotes et les eucaryotes.

4.3.1 Les avantages de la méthode de retard sur gel

Vitesse, haute sensibilité et discrimination :

Des quantités de I’ordre du femptomole de séquences spécifiques qui lient des
protéines peuvent étre détectées par leur effet sur la mobilité de ’ADN cible
radio-marqué méme lorsque d’autres protéines sont lies & I’ADN, comme par
exemple dans des extraits de culture non purifiés. Le retard sur gel peut étre
complété en quelques heures et il est idéal pour doser la concentration de facteurs de

transcription (en trans) et d’autres protéines qui se lient 4 des séquences spécifiques.

Des séquences cibles pour une liaison ADN-protéine peuvent étre identifiées dans
une population hétérogéne de fragments d’ADN. La complexité entre les liaisons
ADN-protéine et leur séquence cible peut étre résolue pour plusieurs composantes qui
reflétent une stochiométrie alternative, des interactions entre plusieurs protéines

différentes ou encore plusieurs protéines compétitionnant pour le méme site.

Cette méthode peut facilement étre adaptée pour une détermination quantitative du
taux de la constante d’association ou de dissociation, de la coopération, de

I’abondance et de Ia spécificité.

4.3.2 Les mécanismes du retard sur gel

Initialement, la détection de complexes ADN-protéine, qui migrent en bandes
discrétes sur gel, n’était pas anticipée puisque la demi-vie de nombreux complexes est
geénéralement plus courte que le temps requis pour la migration d’un gel. Deux

théories ont été proposées pour expliquer pourquoi les complexes ADN-protéine sont
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cinétiquement plus stables en gel qu’en solution. La premicre théorie suggére que le
gel affecte directement la constante de dissociation des complexes ADN-protéine.
Méme si cette hypothése a été supportée par d’anciennes expériences (Fried et
Crothers, 1981), des analyses subséquentes ont échoué pour confirmer cette
stabilisation favorisée par le gel. En revanche, il semble que le gel agit comme une
cage deshydratée qui prévient la diffusion des composantes dissociées. Cet effet de
cage maintient une haute concentration locale de composantes et effectivement
conduit & un équilibre de réassociation bimoléculaire. Une théorie robuste, marquée
par ces arguments a €té émise par Cann et ses collaborateurs (1989) et ses calculs
montrent que le niveau optimal de concentration de I’ADN dans la méthode standard
de retard sur gel est située entre 1 X 10® et 5 X 10® M au dessus du niveau de Ia
constante de liaison (10 4 10" M™) avec un ratio optimal de protéines liées 3 ’ADN

variant de 0,5 pour les interactions trés fortes a 10 pour les interactions plus faibles.

4.3.3 La mesure des constantes de dissociation des complexes ADN-protéine par le

retard sur gel

Pour mesurer la valeur de constante de dissociation (Kg) d’un complexe
ADN-protéine, une série de réactions de liaison est organisée sur un large niveau. Le
but est de trouver la concentration requise pour lier la moitié de I’ADN. Les données
sont geénéralement identifiées comme une fraction de I’ADN libre (habituellement
estimé & partir de la densitométrie d’une bande du gel) versus la concentration log)o
de la protéine dans la réaction de liaison. La constante d’équilibre peut étre estimée a
partir du résultat d’une courbe sigmoide qui provient du ratio de protéine qui est
disponible au site de liaison au point central de la réaction (Carey, 1988; 1991)

(Figure 14).
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Figure 14 : Courbe de titration de I’empreinte génomique démontrant un échelonnage et un espacement adéquat de la
concentration de protéine. Les limites supérieures et inférieures de la courbe de titration sont indiquées par des

lignes pointillées (Figure adaptée de Carey, 1988)

Virtuellement, tout I’ADN de la réaction peut é&tre conduit dans un complexe par un
vaste exces de protéines et les données expérimentales correspondant a la courbe de
liaison théorique sont calculées a partir d’une équation décrivant les liaisons entre des
sites indépendants et équivalents. Pour des interactions non-coopératives, une
augmentation de 1,81 logjo unités dans la concentration de protéine est requise pour
augmenter la fraction d’ADN qui apparait dans le complexe de 10% a 90%. La
déviation a partir de cette valeur indique que le lien est coopératif ou qu’il apparait a
de multiples sites. Les valeurs <1,8 log;o unités indiquent une coopération positive
durant les réactions de liaison tandis que les valeurs >1,8 log)o unités indiquent une

coopération négative (Carey, 1991).

4.3.4 Lamobilité des complexes ADN-protéine

Trois facteurs majeurs affectent le degré de migration des complexes ADN-protéine a

travers les gels. Ce sont la masse du complexe ADN-protéine, leur charge
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d’ensemble et la conformation de ’ADN. Comme régle générale, la mobilité du
complexe est reliée a la grosseur de la protéine libre (Carey, 1988). De plus, la
mobilité des bandes retardées diminue typiquement comme une fonction monotone
de la masse de la protéine (Bétermier et al., 1989; Hope et Struhl, 1985). Si
néanmoins la protéine liée est vraiment acide et transporte une forte charge négative,
la mobilité du complexe peut ne pas étre réellement différente de celle de I’ ADN nu.

Ce probléme peut étre résolu en faisant une électrophorése a pH acide (Carey, 1988).

Dans certains cas, un ralentissement plus radical survient due & la masse de la
protéine liée au fragment ’ADN. La mobilité du complexe est donc plus faible
(parfois considérablement) que ce qui a été prédit par la simple masse de la protéine
liée (Koo et Crothers, 1988). Cette position a été utilisé pour cartographier I’endroit
ou la protéine induit la dérivation de I’ADN (Kim er al., 1989; Wu et Crothers, 1984).

L’effet induit par la conformation de ’ADN (ex. super-hélicoidale), en général
augmente la mobilit¢ quand le complexe d’ADN-protéine est analysé par
clectrophorése a basse température en présence de Mg** (Diekmann, 1987) et dans
des gels de petits pores (Marini et al., 1983). Cependant, il peut étre réduit en
présence de ligands d’ ADN comme la distamycine (Wu et Crothers, 1984).

4.3.5 Les principes pratiques

En plus des principes théoriques discutés précédemment, les conseils pratiques qui

suivent sont utiles pour la mise au point de retard sur gel :

La matrice du gel :

Des gels de 5% polyacrylamide sont utilisés pour analyser les complexes formés par
des fragments d’ADN > 200 nucléotides en longueur et les gels de 10%
polyacrylamide sont généralement utilisés pour des ADN plus courts. Les gels

d’agarose ne sont pas utilisés sauf si la masse de la protéine ou de ’ADN est
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supérieure 4 1 kb. A cause de leurs larges pores, les gels d’agarose ne peuvent pas

détecter les dérivations de I’ ADN induites par la protéine liée.

Les tampons d’électrophorese :

La plupart des complexes ADN-protéine sont stables et peuvent supporter une petite
charge négative a un pH neutre. De plus, le tampon 0,5 X TBE est un choix standard.
Néanmoins, dans une minorité de cas ou les composantes de la protéine du complexe
induisent une forte charge positive ou négative, il peut étre nécessaire d’utiliser un

tampon alcalin (50 mM Tris-Glycine a pH 9.2) ou acide (TAE a pH 6.0).

L’addition d’ADN transporteur :

De I’ADN transporteur non-marqué est généralement ajouté a la mixture de la liaison
pour ¢liminer les liaisons non-spécifiques de protéines présentes dans |’extrait
cellulaire d’ADN cible radio-marqué. Le but est d’ajouter juste assez d’ADN porteur
pour absorber toutes les protéines qui ne se lient pas spécifiquement & I’ADN sans
affecter la cinétique de formation ou la stabilité des complexes qui impliquent I’ADN
cible. La quantité d’ADN transporteur requise dans certaines circonstances doit étre
déterminée empiriquement, mais cette tiche est plutdt simple puisque le niveau
acceptable de la concentration d’ADN transporteur est habituellement relativement
grand. Si une trop grande concentration de transporteur est utilisé aucun complexe
avec I’ADN cible ne se formera, si une trop faible concentration de transporteur est
utilisée toutes les sondes vont se lier non spécifiquement a des protéines dans I’extrait

et vont ensuite prévenir I’entrée et la migration dans le gel.

L’ADN d’Escherichia coli a été le premier ADN transporteur utilisé comme
compétiteur non-spécifique dans la méthode de retard sur gel (Strauss et Varshavsky,
1984) suivi de I’ADN chromosomal des eucaryotes de grande complexité
(e.g. thymus de veau et ADN humain). Néanmoins, la possibilité que ces ADN
contiennent des sites de liaison spécifique pour les protéines étudiées a vite conduit &

leur remplacement par un co-polymére synthétique alternatif comme le
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poly(dA-dT)epoly(dA-dT) ou le poly(dI-dC)epoly(dI-dC) ou encore par le carbonate
d’héparine polysulfate (Singh er al., 1986; Carthew et al., 1985).

Les cofacteurs :

Certains facteurs de transcription, particuliérement ceux d’origine procaryotique, ont
besoin de la présence de co-facteurs spécifiques pour une liaison optimale. Par
exemple, la protéine CAP dépend de I’AMPc pour se lier (Fried et Crothers, 1983),
tandis que le répresseur de tryptophane TrpR a besoin de tryptophane pour une liaison
efficace (Carey, 1988).

Les extraits :

Les protéines de liaison de mammiféres sont habituellement détectables dans des
lysats concentrés de cellules entiéres ou dans des extraits de préparations nucléaires.
La méthode pour préparer ces extraits a été optimisée lors de plusieurs études
(Chodosh et al., 1986; Kadonaga et Tjian, 1986; Singh et al., 1986; Dignam et al.,
1983). 1y a tres peu d’intérét A essayer quelque chose de nouveau et de fantaisiste,
au moins durant les phases initiales de la caractérisation de la protéine qui se lie a

I’ADN.

La taille des protéines liées :

La taille de la protéine dans les complexes ADN-protéine peut €tre mesurée par
liaison-croisée avec une irradiation aux UV et ensuite résolue par une électrophorése
sur gel SDS-polyacrylamide (SDS-PAGE). Dans plusieurs cas, la présence de
liaisons ADN-protéine déja caractérisées peut &tre confirmée par des analyses
immunologiques. Un anticorps spécifique a une protéine et 8 ’ADN peut, d’une part
prévenir la formation de complexe ADN-protéine et d’autre part produire des

«super retards» dans la mobilité électrophorétique (Kristie et Roizman, 1986).
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4.4 L’étude par empreinte génomique de la liaison de Lrp avec la région de

régulation de Popéron fimbriaire pap

Comme il a été décrit précédemment, I’expression du «pyelonephritis-associated pili»
(Pap) chez E. coli est sous le contrdle du mécanisme de variation de phase. Chaque
cellule alterne entre la phase ON (pili+) et la phase OFF (pili-) a travers un processus
qui implique la méthylation de I’ADN par la déoxyadénosine méthylase (Dam). La
methylation des deux sites GATC (GATC-I et GATC-II) sur la région de régulation
de ’opéron pap est inhibée de fagon différentielle dans les cellules en phase ON et en
phase OFF. Le site GATC-I des cellules en phase ON est non-méthylé tandis que le
GATC-II I’est complétement. Inversement, en phase OFF le site GATC-I est
enticrement méthylé tandis que le site GATC-II ne I’est pas. Deux activateurs
transcriptionnels, Papl et Lrp, sont requis pour I’inhibition de cette méthylation

spécifique.

Dans une étude réalisée par Nou et ses collaborateurs (1993), il a été démontré a
’aide de ’empreinte génomique, par utilisation de I’ADN non-méthylé de pap, que
Lrp se lie a une région autour du site GATC-II. De plus, ils ont démontré que Papl ne
lie aucun site dans cette méme région de régulation. Cependant, 1’addition de Lip et
de Papl ensemble résulte en une protection additionnelle autour du site GATC-I1. De
surcroit, la méthylation par Dam inhibe la liaison du complexe Lrp/Papl prés du site
GATC-I et altére la liaison de Lrp sur le site GATC-II. Leurs résultats suggérent un
modele d’inhibition par compétition ot Dam et le complexe Lrp/Papl essaient de lier
le site GATC-I, régulant 1’état de méthylation de ce site GATC et par conséquent le

niveau de transcription de pap.

En 1995, van der Woude et ses collaborateurs (1995) ont exploré le rdle de Lip et de
H-NS dans la régulation la variation de phase chez pap. Leurs résultats obtenus,
grace a I’empreinte génomique, démontrent que la phase OFF résulte de la répression
intrinséque du promoteur papBA par Lrp et H-NS, chacun pouvant agir comme
répresseur transcriptionnel. De plus, ils ont démontré que Lrp nécessite une séquence
particuliére en amont du promoteur papBA tandis que pour H-NS, il n’en est rien. A
I’opposé, lors de la phase ON, Lrp complexé avec Papl, active la transcription de pap.

Cette activation n’est pas le résultat de I’inhibition de I’activité de H-NS mais plutot
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de I’augmentation de I’activité de transcription (8X) du promoteur papBA, par rapport
au niveau de base, mesuré en absence de H-NS et de Lrp. L’analyse de I’activation
par du Lrp modifié indique que la liaison de Lrp a des séquences d’ADN de pap n’est
pas suffisante pour I’activation de la transcription, une protéine co-activatrice est
généralement requise comme Papl. Leurs résultats démontrent aussi la fonction de
Lrp comme activateur transcriptionnel dans des cellules en phase ON et comme
répresseur de la transcription basale chez les cellules en phase OFF. Parce que la
variation de phase de pap existe en absence de H-NS, le rdle de régulation que cette

protéine joue dans la régulation de pap n’est pas encore éclairci.

L’équipe de Braaten (1994) a élaboré une étude ou les sites GATC sont modifiés,
empéchant ainsi la méthylation. Leurs résultats ont démontré que la méthylation du
site GATC-I bloque la formation de la phase ON par inhibition de la liaison de Lrp et
de Papl sur ce site. En revanche, la méthylation du site GATC-II est requise pour la
transition vers la phase ON. A I’évidence, ceci indique que c’est ce qui se produit
lors de I’inhibition de la liaison de Lrp sur les sites encombrés (méthylés par Dam) du

promoteur du pili.

C’est en 1995 que Nou et ses collaborateurs ont démontré par empreinte génomique
la présence de six sites de liaison pour la protéine Lrp sur la région régulatrice de
I’opéron pap. De plus, ’équipe de Kaltenbach (1995) a émis I’hypothése dans
laquelle Papl faciliterait la transition entre la phase de transcription OFF et la phase
de transcription ON par la liaison de Lrp en altérant, lors d’une expérience, 1’affinité

de Lrp pour les régions GATC-I et GATC-II de pap.

En 2003 a I’aide de I’empreinte génomique, I’équipe de Hernday a démontré que le
régulateur Papl augmente I’affinité de Lrp pour la séquence nucléotidique ACGATC
qui contient le site cible GATC. De plus, des analyses mutationnelles ont démontré
que la méthylation par Dam du site GATC-II est requise pour la transition vers la
phase ON. Ces mutants ont permis de bloquer la liaison de Lrp dépendante de Papl
sur les sites proximaux du promoteur. De surcroit, leurs résultats ont confirmé
I’hypothése que la liaison de Lrp, dépendante de Papl, sur le site GATC-I
hémiméthylé généré par la réplication de I’ADN, est une composante essentielle du

mécanisme de variation de phase.
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Récemment, Hernday et ses collaborateurs (2004) ont démontré que CpxAR inhibe la
variation de phase de pap par la formation de CpxR phosphorylé. En effet, CpxR-P
est un inhibiteur compétitif de Lrp pour la liaison sur les promoteurs proximal et
distal de pap. Cette liaison inhibe la transcription in vitro du promoteur pap et par
conséquent I’expression du pili. A I'inverse CpxR-P est insensible 2 la méthylation et

ne forme pas de complexe ADN méthylé in vivo.

Parce que les coupures de I’ADN par la DNasel sont non seulement affectées par la
presence de protéines mais aussi par la séquence de I’ADN, les outils pour I’étude de
Iinteraction de I’opéron foo avec ses régulateurs (malgré son homologie avec
I’opéron pap), ont du étre mis au point. De plus, le réle de la liaison de la protéine
Lrp et I'influence de la protéine Fool dans la régulation chez I’opéron foo n’étant pas
enticrement connu, plusieurs variations dans les protocoles établis ont due &tre

apportées.



SECTION III- Méthodologie
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1. Condition de croissance des souches bactériennes

Les souches bactériennes et les plasmides utilisés dans cette étude sont énumérés
dans le tableau 1. Les souches d’Escherichia coli étaient ensemencées en bouillon
Luria-Bertani (LB broth) et incubées & 37°C. Lorsque 1’utilisation d’antibiotiques
etait nécessaire, ces derniers ont été ajoutés au milieu selon les concentrations
suivantes : ampicilline (100 pg/ml), tétracycline (12,5 pg/ml), chloramphénicol

(25 pg/ml), kanamycine (25 pg/ml).

2. Production et purification des protéines de fusion

2.1 La protéine de fusion Lrp-Hisg

La production de protéines de fusion Lrp possédant une étiquette de 6 histidines en
N-terminal a été effectuée de la fagon suivante. La souche CV1494 (Gracieuseté de
I’équipe de Calvo, Université de Californie-Santa Barbara) a été incubée en bouillon
LB (50 ml) pendant 16 heures & 37°C sous agitation (150 rpm). Une fraction de cette
culture (10 ml) a été récupérée, diluée dans du LB frais et incubée de nouveau jusqu’a
I"obtention d’une densité optique & 600 nm de 0,5. Par la suite, la production de la
protéine de fusion Lrp-Hiss (21 kDa) a été induite par 1’isopropylthiogalactoside
(IPTG) (Sigma) a une concentration finale de 250 uM et par une nouvelle incubation

du milieu jusqu’a I’obtention d’une densité optique a 600 nm de 1,0.

Les bactéries ont été récupérées par centrifugation a 7000 X g pendant 15 minutes
a 4°C a I’aide de la centrifugeuse RC 5C (Sorvall) et suspendues dans 30 ml de
tampon de lyse [50 mM NaH,PO, [pH 8,0]; 300 mM NaCl; 10 mM imidazole] &
pH 8,0 contenant 1 mg/ml de lysozyme. Le mélange a été incubé 30 minutes sur
glace puis les cellules bactériennes ont été€ brisées a I’aide de la French Pressure Cell
(Thermo) selon les indications du manufacturier (cellule de 40 K; 10 tonnes;
1,36 kbar). A cet extrait de culture brute a été ajouté 10 pg de RNase et 5 pg de

DNase puis le mélange a été placé sur glace pendant 15 minutes.



Tableau I : Souches bactériennes et plasmides utilisés dans cette étude.
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Souch; 5, Caractéristiques Références
plasmides
E. coli
DHS5a supE44 AlacUI69 (¢80 lacZ AM15) hsdR17 recAl Hanahan, 1983
endAl gyrA96 thi-1 relAl
CT4A ilvA-, lac-, ara-, Irp :Tnl0 Tuan et al., 1990
Top10 F-mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢80lacZ  AM15 Invitrogen
AlacX74 deoR recAl araD139 Afara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA 1 nupG
MC4100 F araD 139 A(laclPOZYA-argF) U169 rpsL thi-1 Casadaban, 1976
DL1299 pDAL337 Braaten et al., 1994
DL1976 MC4100 hns 651 Nou et al., 1993
CV1494 supE thi A(lac-proAB) ilviH::Mudl1734 Irp-35::Tnl0/ Matthews et al., 2000
F'traD36 lacl? AlacZ) M15 proA' B /pCV294
FB1006 CT4A foolB-lacZ/ pPBAD22CM-irp4 Berthiaume e al., 2004
MT001 pRS551::foolB-lacZ Tessier, M.C., Mémoire
de maitrise, 2001
MTO006 MC4100AMTO1 lysogen (foolB-lacZ) Tessier, M.C., Mémoire
de maitrise, 2001
MT024 Top10/pMTO012(pRS551:;fo0lB-lacZ) Tessier, M.C., Mémoire
de maitrise, 2001
HB101/pPap5 supFE44 hsdS20(rpmg) recA13 ara-14 proA2 lacYl galK Lund et al., 1987
2 rpsL20 xyl-5 mtl-1/ pPap5 (opéron pap entier)
BL21(DE;3) F-dem ompT hsdS (rg myg) gal A(c I s857 indl Sam7 Stratagene
nin5 lacUV5-T7)
XL1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F  Stratagene
proAB lacl, ZAM15 Tnl0 (Tet")]
IM109 eld4-(McrA-) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 (ry Yanisch-Perron et al.,
my.) supE44 reldlA(lac-proAB) [F’ traD36 proAB 1985
lacl,ZAM15]
IM109/clp IM109/ pUC18::clp Martin et al., 1996
Fool-CBP pCALnEK-Fool Crost et al., 2003
MC1001 pET Fool0O1 Cette étude
MC1002 pIVEX Fool01 Cette étude
Plasmides
pRS551 amp-kan-lacZYA pMBI replicon Simons et al., 1987
pTZ19U amp pMBI replicon U.S. Biochemical
pDAL337 pTZ19U contenant 1,76 kb pap/B (séquence Braaten et al., 1994
régulatrice)
pET-32(a) amp® T7 HisTag STag TrxTag Novagen
pIVEX 2.3 amp” T7 HisTag Roche
pCALnEK amp® T7lacO CBPTag Stratagene
pET-Fool01 Fool cloné dans pET 32 Cette étude
pIVEX-Fool01 Fool cloné dans pIVEX 2.3 Cette étude
pCALnEK-Fool Fool cloné dans pCALnEK Crost, C. thése de

_ doctorat, 2003

Les cellules ont été centrifugées de nouveau et le surnageant a été mélangé avec la

résine Ni-NTA (Qiagen), équilibrée a 50% (v/v) avec le tampon de lavage [S0 mM
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NaH,PO, [pH 8,0]; 300 mM NaCl; 100 mM imidazole] a pH 8,0 et le tout a été

incubé pendant 16 heures a 4°C sous agitation (20 rpm).

La protéine Lrp-Hiss a été purifiée avec le kit «The QIAexpressionnist» (Qiagen)
selon les indications suggérées par le manufacturier a 1’aide du tampon de lavage et
du tampon d’élution [50 mM NaH,PO, [pH 8,0]; 300 mM NaCl; 250 mM imidazole]
a pH 8,0. L’identité de ces protéines a été confirmée par Western blot apres
migration sur un gel 15% acrylamide/bis-acrylamide en utilisant des anticorps
anti-Hisg (Roche Molecular Biochemicals) selon les indications du fournisseur. Les
protéines purifiées ont été quantifiées par densitométrie par comparaison avec
différentes quantités connues de lysosyme (10 mg/ml ; 1 mg/ml ; 0,1 mg/ml) sur gel
SDS-PAGE a I’aide d’un appareil alpha-imager (Alpha Innotech). En parallele, des
¢échantillons correspondants a chacune des étapes de purification ont été conservés a
-20°C pour la vérification sur gel SDS-PAGE. La protéine finalement purifiée a été

conservée a -20°C avant usage.

2.2 Laprotéine de fusion Lrp“'?*R -Hisg

L13%R hossédant une étiquette de 6 histidines

La production de protéines de fusion Lrp
en N-terminal a été effectuée de fagon in vitro. La souche FB1006 (Gracieuseté de
F. Berthiaume, Université de Montréal) a été incubée en bouillon LB (50 ml) pendant
16 heures & 37°C sous agitation (150 rpm). Le plasmide pIVEX (contenant I’insert de
la séquence protéique Lrp-" 6R—His6) a éte extrait avec le kit d’extraction «QIAfilter
Plasmid Midi» (Qiagen) selon les recommandations du manufacturier. Nous avons
vérifie la quantité de plasmide (3400 pb) sur gel d’agarose et la présence de I’insert
(655 pb) par digestion enzymatique a I’aide des enzymes Ncol et BamHI (New

England Biolabs).

L3R Hisg a été synthétisée in vitro en utilisant le kit «Rapid

La protéine Lrp
Translation System RTS500» (Roche Molecular Biochemicals) et 1’appareil RTS 500

(Roche diagnostics) en suivant les indications du manufacturier.
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La protéine Lrp“'*®**-His, a ensuite été purifiée a I’aide d’agarose Ni-NTA, équilibrée
a 50% (v/v) avec du tampon de lavage [S0 mM NaH,PO, [pH 8,0]; 300 mM NaCl;
100 mM imidazole] a pH 8,0. L’identité de ces protéines a été confirmée par Western
blot aprés migration sur un gel de 15% acrylamide/bis-acrylamide en utilisant des
anticorps anti-Hiss (Roche). Les protéines purifiées ont été quantifiées par
densitométrie par comparaison avec différentes quantités connues de lysosyme
(10 mg/ml ; 1 mg/ml; 0,1 mg/ml) sur gel SDS-PAGE 4 I’aide d’un appareil alpha-
imager. En paralléle, des échantillons correspondants 4 chacune des étapes de
purification ont été conservés a -20°C pour la vérification sur gel SDS-PAGE. La

protéine finalement purifiée a été conservée a -20°C avant usage.

2.3 La protéine de fusion Fool-CBP

La production des protéines de fusion Fool possédant une étiquette CBP (Calmodulin
Binding Protein) en N-terminal a été effectuée de fagon in vivo. La souche
BL21DE3plysS FoolpCALnEK (Gracieuseté de C. Crost, Université de Montréal) a
eté incubée en bouillon LB (50 ml) pendant 16 heures & 37°C sous agitation
(150 1pm). Un aliquot de cette culture (10 ml) a été récupérée, diluée dans du LB
frais et incubée de nouveau jusqu’a I’obtention d’une densité optique a 600 nm entre
0,3 et 0,5. La mixture a été incubée a 4°C pendant 5 minutes. Par la suite, la
production de la protéine de fusion Fool-CBP a été induite par I’addition d’IPTG a
une concentration de 2 mM et par une nouvelle incubation jusqu’a I’obtention d’une

densité optique 4 600 nm de environ 1,0.

Les bactéries ont été récupérées par centrifugation a 7000 X g pendant 15 minutes a
4°C et suspendues dans 30 ml de tampon liaison CaCl, [50 mM Tris-HCI [pH 8,0];
150 mM NaCl; 1 mM imidazole; 1 mM acétate de magnésium : 2 mM CaCly]
a pH 8,0 contenant 1 mg/ml de lysozyme. Le mélange a été incubé 30 minutes sur
glace puis les cellules bactériennes ont été brisées a ’aide de la French Pressure Cell
(cellule de 40 K; 10 tonnes; 1,36 kbar). A cette mixture a été ajouté 10 pg de RNase

et 5 pg de DNase puis le mélange a été placé sur glace pendant 15 minutes.
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Les cellules ont été centrifugées de nouveau et le surnageant a été mélangé avec la
résine d’affinité pour la protéine de fusion CBP (Stratagene) équilibrée a 50 % (v/v)
avec du tampon de liaison CaCl, a pH 8,0. Le tout a été incubé pendant 16 heures a

4°C sous agitation (20 rpm).

La prot¢ine Fool-CBP a ensuite été purifiée par chromatographie d’affinité et
récupérée grace au tampon d’élution [50 mM Tris-HCI [pH 8,0] ; 150 mM NaCl ;
2mM EDTA]. Afin de prévenir la précipitation de la protéine, nous avons ajouté du
TGsoED [10 mM Tris-HCI [pH 8,0] ; 50% glycérol ; 0,1 mM EDTA ; 0,1 mM DTT ;
0,1 M NaCl] dans une proportion de 5:1 (protéine/TGsoED). L’identité de ces
protéines a été confirmée par Western blot. Aprés migration sur un gel de 15%
acrylamide/bis-acrylamide, la protéine a été reconnue en utilisant des anticorps
anti-Fool [jaune d’ceuf 1 volume ; 1 volume de PBS 1X ; 2 volumes de chloroforme ;
vortexer jusqu’a I’obtention d’une pate blanchatre ; Centrifuger 15 minutes a 10 000
rpm (rotor SS34 de Sorvall) ; récupérer le surnageant [1/2000]] (Gracieuseté de C.
Crost, Université de Montréal) selon les indications suggerées par le protocole
précédemment établi (C. Crost, thése de doctorat, 2003). Des anticorps de poulet
(anti-IgY [1/1000]) (Jackson Immuno Research Laboratories Inc.) couplés a la
peroxydase ont permis la révélation & I’aide du 4-chloro-1-naphthol. Les protéines
purifiées ont été quantifiées par densitométrie en comparant avec différentes quantités
connues de lysosyme (10 mg/ml ; 1 mg/ml ; 0,1 mg/ml) sur gel SDS-PAGE a I’aide
d’un appareil alpha-imager. En paralléle, des échantillons correspondants & chacune
des étapes de purification ont été conservés a -20°C pour la vérification sur gel

SDS-PAGE. La protéine finalement purifiée a été conservée a -20°C avant usage.

Diverses techniques ayant pour but d’éliminer I’étiquette CBP (4 kDa) liée a
Fool (8,8 kDa) ont été testées. La premiére méthode consistait a couper I’étiquette a
'aide de I’enzyme entérokinase (Ek) (1 U/100 pg de protéine) (New England
Biolabs) selon les recommandations du manufacturier (plusieurs temps d’incubation
ont éte testés [variant entre 2 heures et 24 heures]) et a purifier la protéine grace a la
resine d’affinité de protéine de fusion CBP. La seconde technique consistait 2 couper

Iétiquette CBP & I’aide de I’enzyme Ek et & éliminer 1’étiquette CBP par dialyse a
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I’aide d’une membrane filtrante Spectra/Por 1 avec une porosité de 6000 a 8000

Daltons.

3. Vérification de Pintégrité des protéines de fusion par SDS-PAGE et
Western blot

3.1 Préparation du gel de polyacrylamide et migration du gel SDS-PAGE

Les protéines ont été mélangées avec un tampon de solubilisation et bouillies
5 minutes. Ensuite, elles ont été transférées sur deux gels de polyacrylamide 12%
[acrylamide/bis-acrylamide 12%; Tris-HCI 1.5M pH 8.8; Tris-HCI 0.5M pH 6.8;
SDS 10%; persulfate d’ammonium 10%; TEMED)] (épaisseur de 0.75 mm, avec gel
de regroupement 4%, 10 puits) selon les recommandations de la méthode de Laemmli

(1970). Les gels ont migré a 200 V pendant 90 minutes.

Un gel a été coloré au bleu de Coomassie [colorant : 0,1% bleu de Coomassie; 50%
méthanol; 10% acide acétique et décolorant : 10% méthanol; 10% acide acétique] et

’autre gel a servi pour la réalisation d’un Western blot.

3.2 Réaction de Western blot

Un des gels a ¢été transféré sur membrane de nitrocellulose a 100 V pendant 60
minutes. La membrane a été bloquée dans un bain de lait en poudre 2% (15 ml) [2 g
de lait en poudre écrémé; 20 mM Tris-HCI, pH 7.5; 0.5 M NaCl] pendant 60 minutes.
Aprés lavage en tampon Tris-HCI [20 mM Tris-HCI, pH 7.5; 0.5 M NaCl] la
membrane a été incubée pendant 60 minutes avec ’anticorps primaire. Suivant cette
étape, un nouveau lavage est réalisé grace au tampon Tris-HCl. Puis, la membrane a
été incubée avec I’anticorps secondaire. La réaction a été visualisée aprés 1’ajout de
4-chloro-1-naphthol [30 mg/ 10 ml méthanol froid] et de H,O, [30 pl/ 50 ml
Tris-HCI].
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4. Construction de protéines de fusion alternatives Fool-Hisg

4.1  Constructions de protéine de fusion Fool-Hiss dans pET-32a

Le plasmide pET-Fool01 a été construit de la fagon suivante. Le géne
fool (234 pb) provenant de la souche MT006 (Gracieuseté de M.C. Tessier,
Université de Montréal, FMV) a été amplifié par PCR [7 minutes de dénaturation a
94°C, 30 cycles a 94°C pendant 60 secondes, 55°C pendant 30 secondes, 72°C
pendant 90 secondes et finalement 7 minutes d’élongation a 72°C] avec ’amorce
directe (5> CCGAATTCATGAGTGAATACAT 3°) contenant le site de coupure
pour l’enzyme de restricion EcoRI (en jaune) et I’amorce inverse
(5> CCABEGERIGTTAAGTTGTGGAAGAA 3°) contenant le site de coupure pour
I’enzyme de restriction HindlIll (en rouge). Les amorces ont été choisies pour que
Fool soit en fusion avec I’étiquette de 6 histidines en N-terminal. Le produit PCR a
été cloné dans le vecteur pET-32a (5900 pb) (Merck, Novagene). Pour ce faire, le
géne fool et le vecteur ont été digérés avec les enzymes de restriction EcoRI et
HindIll (New England Biolabs). Le géne fool a été inséré a I’intérieur de ces sites par
ligation sur le vecteur pET-32a suivant le promoteur T7 et contenant le géne de
résistance a I’ampicilline. La transformation du vecteur pET-Fool01 dans des
cellules XL1 blue (Stratagene) a été effectuée par électroporation grace a un appareil
Gene Pulser (BioRad) selon les recommandations de Sambrook et Gething (1989).
La souche MC1001 contenant le plasmide recombiné pET-Fool01 a été incubée en
bouillon LB (5 ml) pendant 16 heures & 37°C a 150 rpm. L’extraction et la
purification du plasmide contenant le géne fool ont été effectuées grice au kit
d’extraction et de purification plasmidique «MiniPrep» (Qiagen). Le plasmide

finalement purifiée a été conservée a -20°C avant usage.
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pET-32(a) + séquence codant pour Ia
reorinsy  protéine Fool (234 pb) a l'intérieur des sites
de restriction EcoRI et Hindill.

Atwn bas

BspLU11 Iz
Sap hysos)
Bs11107 K3353)

Figure 15 : Vecteur pET-32a et indication de I’endroit de I’insertion de la séquence de la protéine Fool (Figure adaptée de

Novagene).

L’intégrité de I’insert a été vérifiée grace aux amorces nucléotidiques (préalablement
décrites) a l’aide de la méthode de séquengage (ATGénome.séquengage, FMV
St-Hyacinthe, UdeM).

42  Constructions de protéine de fusion Fool-Hise dans pIVEX 2.3

Le plasmide pIVEX-Fool02 a été construit de la fagon suivante. Le géne
fool (234 pb) provenant de la souche MTO006 (Gracieuset¢ de M.C. Tessier,
Université de Montréal, FMV) a été amplifié par PCR [7 minutes de dénaturation a
94°C, 30 cycles a 94°C pendant 60 secondes, 55°C pendant 30 secondes, 72°C
pendant 90 secondes et finalement 7 minutes d’élongation a 72°C] avec ’amorce
directe (5° CCCCATGGCTATGAGTGAATACAT 3’) contenant le site de coupure
pour l’enzyme de restriction Ncol (en jaune) et [P’amorce inverse
(5 ATATTABSEBEEAGTTGTGGAAGAA 3”) contenant le site de coupure pour
I’enzyme de restriction Smal (en rouge). Les amorces ont été choisies pour que Fool

soit en fusion avec 1’étiquette de 6 histidines en N-terminal. Le produit PCR a été
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cloné dans le vecteur pIVEX 2.3 (3530 pb) (Roche). Pour ce faire, le géne fool et le
vecteur ont été digérés avec les enzymes de restriction Ncol et Smal (New England
Biolabs). Le gene fool a été inséré a I’intérieur de ces sites par ligation sur le vecteur
pIVEX 2.3 suivant le promoteur T7 et contenant le géne de résistance a I’ampicilline.
La transformation du vecteur pIVEX-Fool02 dans des cellules XL1 blue (Stratagene)
a ¢té effectuée par électroporation grice a 1’utilisation de I’appareil Gene Pulser
(BioRad) selon les recommandations de Sambrook et collaborateurs (1989). La
souche MC1002 contenant le plasmide recombiné pIVEX-Fool01 a été incubée en
bouillon LB (5 ml) 16 heures a 37°C, 150 rpm. L’extraction et la purification du
plasmide contenant le géne fool ont été effectuées grace au kit d’extraction et de

purification plasmidique MiniPrep (Qiagen). Le plasmide finalement purifiée a été

conservée a -20°C avant usage.

pIVEX 2.3 + séquence codant pour la
52  Vector maps protéine Fool (234 pb) a l'intérieur des

- sites de restriction Ncol et Smal.
2.3 vector

Apall (178)
Apall (3211) Nete| (185) T7-Promotor (618-634)

= / Hind 1 (400} g 10 (673-681)
RBS (684-689)
AmpR_ \ Neol [698
Start (697-699)

..‘.;- Sma | (709)
pIVEX2.3 £ Linker + thstag {212-738
i 3530 bp i Stop (739-744)
% Eco R1(752)
~ Bam H 1 (783)
N\ T7-Terminator (853-891)
D Eco RV (919)
7/ £co RV (1110)
ApiaLl (1965)
Hind |11 (1264)

On Eco R (1295)

Figure 16 : Vecteur pIVEX 2.3 et indication de I’endroit de I’insertion de la séquence de la protéine Fool (Figure adaptée de
Roche).

L’intégrité de I’insert a ét¢ vérifiée grace aux amorces nucléotidiques (préalablement
décrites) a 1’aide de la méthode de séquencage (ATGénome.séquengage, FMV St-
Hyacinthe, UdeM).
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5. Production et purification de ’ADN matrice des régions régulatrices

5.1 La région régulatrice de 1’opéron foo

La production de la région régulatrice de foo a été effectuée de la fagon suivante. La
souche MT024 (M.C. Tessier, Mémoire de Maitrise (2001), Université de Montréal,
FMV) contenant la région désirée a été incubée en bouillon LB (5 ml) pendant 16
heures & 37°C, sous agitation (150 rpm). L’extraction et la purification du plasmide
pPMTO12 contenant la région désirée de I’opéron foo [lacZ-fool tronqué --------- fooB]
ont éte effectuées grice au kit d’extraction et de purification plasmidique MidiPrep
(Qiagen). Nous avons vérifié la quantité de plasmide (13 200 pb) sur gel d’agarose et
la présence de 'insert (787 pb) par digestion enzymatique & I’aide des enzymes Bgll
et BamHI (New England Biolabs). Le plasmide finalement purifiée a été conservée a

-20°C avant usage.

5.2 La région régulatrice de ’opéron pap

La production de la région régulatrice de pap a été effectuée de la fagon suivante. La
souche DL1299 contenant le plasmide pDAL337 (Gracieuseté de D. Low et B.A.
Braaten, Université de Californie-Santa Barbara) contenant la région désirée a été
incubée en bouillon LB (5 ml) pendant 16 heures a 37°C, sous agitation (150 rpm).
L’extraction et la purification du plasmide pDAL 337 contenant la région régulatrice
de I’opéron pap [papl ------ -papB] ont été effectuées grace au kit d’extraction et de
purification plasmidique MidiPrep (Qiagen). Nous avons vérifié la quantité de
plasmide dont la taille est de 4545 pb sur gel d’agarose et la présence de I’insert
(1760 pb) par digestion enzymatique & I’aide des enzymes BamHI et Smal (New
England Biolabs). Le plasmide finalement purifiée a été conservée a -20°C avant

usage.
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53 La région régulatrice de 1’opéron clp

La production de la région régulatrice de clp a été effectuée de la fagon suivante. La
souche JM109clp (Gracieuseté de C. Martin (1996), INRA, Clermont-Ferrant,
France) contenant la région désirée a été incubée en bouillon LB (5 ml) pendant 16
heures a 37°C, sous agitation (150 rpm). L’extraction et la purification du plasmide
pUCI8 contenant la région régulatrice de 1’opéron clp [---------- clpB] ont été réalisées
grace au kit d’extraction et de purification plasmidique MidiPrep de Qiagen. Nous
avons vérifié la quantité de plasmide (2686 pb) sur gel d’agarose et la présence de
Iinsert (332 pb) par digestion enzymatique a I’aide d’enzymes HindlIII et Scal. Le

plasmide finalement purifiée a été conservée a -20°C avant usage.

Les plasmides purifiés ont été utilisés comme ADN de référence (matrice) dans une
réaction PCR pour produire la région désirée en quantité suffisante pour les

expérimentations prévues.

6. Sélection des amorces oligonucléotidiques

La sclection des amorces oligonucléotidiques s’est effectuée par I’analyse de chacune
des séquences nucléotidiques (programme Clonagen). Les amorces PCR (description
ci-dessous) furent synthétisées (Qiagen) pour permettre I’amplification d’une partie

de la région de régulation des opérons étudiés.

6.1 Les amorces pour la région régulatrice de I’opéron fo0

Les amorces foo-for (5 TTGATGTGTGTCACATTTTGTG 3°) [8pmol/ul] et foo-rev
(5" GCCCCTGAATATATGCTTCC 3°) [8pmol/ul] ont permis d’amplifier sur 10 ng
d’ADN un fragment de 260 pb & ’aide de I’appareil PCR (Stratagene) selon les
conditions suivantes : 7 minutes de dénaturation a 94°C, 30 cycles & 94°C pendant
60 secondes, 49°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 90 secondes et finalement

7 minutes d’élongation & 72°C. Le produit PCR a été conservée a -20°C avant usage.
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6.2 Les amorces pour la région régulatrice de I’opéron pap

Les amorces pap-for (5> TTGATGTGTATCACATTTTGCG 3°) [8pmol/ul] et
pap-rev (5° GCCCCTGGATATATGCTTCC 3’) [8pmol/ul] ont permis d’amplifier
sur 10 ng d’ADN un fragment de 260 pb selon les conditions suivantes : 7 minutes
de dénaturation a4 94°C, 30 cycles 4 94°C pendant 60 secondes, 49°C pendant
30 secondes, 72°C pendant 90 secondes et finalement 7 minutes d’élongation & 72°C.

Le produit PCR a été conservée a -20°C avant usage.

6.3 Les amorces pour la région régulatrice de 1’opéron clp

Les amorces clp-for (5> CTCTCCCTGTTTGATTTGATTTCGTGC 3°) [8pmol/ul] et
clp-rev (5° CGTATTCACTCTGTTGCCGTCC 3’) [8pmol/ul] ont permis d’amplifier
sur 10 ng d’ADN un fragment de 332 pb selon les conditions suivantes : 7 minutes
de dénaturation a 94°C, 30 cycles & 94°C pendant 60 secondes, 49°C pendant
30 secondes, 72°C pendant 90 secondes et finalement 7 minutes d’élongation a 72°C.

Le produit PCR a été conservée a -20°C avant usage.

7. Empreinte génomique

7.1 Marquage des amorces oligonucléotidiques au >*P

Les radio-marquages des produits PCR ont été effectués par 1’ajout de 2P a chacune
des amorces grice a I’enzyme T4 polynucléotide kinase (New England Biolabs). Le
y-32p provenant du [y-’P]JATP (Perkin Elmer) a été transféré vers le groupe
hydroxyle situé a ’extrémité 5’ terminale des amorces oligonucléotidiques. Cette
réaction in vitro a €t€ catalysée par I’enzyme polynucléotide kinase du bactériophage
T4 (New England Biolabs) selon les conditions suivantes : 60 minutes d’incubation a
37°C [tampon 10X T4 polynucléotide kinase (New England Biolabs), 5 ul de
v?P-ATP (6000 Ci/mmol, Perkin Elmer), 100 pmols d’amorce oligonucléotidique,
10 U de T4 polynucléotide kinase (New England Biolabs)]. Puis, la réaction fut
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arrétée en incubant le mélange 10 minutes 4 65°C. Nous avons prélevé 1 ul de
chacun des échantillons pour mesurer la concentration de **P 4 ’aide d’un compteur a

scintillation (GE Healthcare Bio Sciences).

La purification des amorces oligonucléotidiques marquées a été effectuée grace a des
micro-colonnes chromatographiques Bio-Spin P-6 (Bio-Rad) selon les directives du
manufacturier. Nous avons prélevé 1 pl de chacun des échantillons purifiés pour
mesurer la concentration de **P incorporée a I’aide d’un compteur a scintillation. Les

amorces oligonucléotidiques marquées au P ont été conservées a -20°C avant usage.

7.2 Production et purification des régions régulatrices marquées au >*P

Pour I’empreinte génomique, les régions d’intérét (opérons foo, pap et clp) ont été
amplifiées et marquées au *’P grice i la technique de PCR selon les conditions
suivantes : 7 minutes de dénaturation & 94°C, 30 cycles a 94°C pendant 60 secondes,
49°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 90 secondes et finalement 7 minutes
d’¢longation a 72°C. Dans un mélange contenant: [tampon 10X; 2 U de Taq
(Amersham Biosciences); 20 mM dNTP; 20 pmols d’amorces non-marquées (rev);
20 pmols d’amorces marquées [250 000 cpm/ul] (for); 10 ng d’ADN matrice de la
région d’intérét](brin positif) et un second mélange contenant [tampon 10X; 2 U de
Taq (Amersham Biosciences); 20 mM dNTP; 20 pmols d’amorces non-marquées
(for); 20 pmols d’amorces marquées [250 000 cpm/ul] (rev); 10 ng d’ADN matrice

de la région d’intérét] (brin négatif).

La purification des produits PCR marqués a été effectuée grace a I’utilisation du kit
de purification PCR MinElute (Qiagen) selon les directives du manufacturier.
Cependant la derniére étape proposée a été révisée et ’ADN fut éluée dans 15 pl de
H,0 distillée a pH 8,0. Nous avons prélevé 1 ul de chacun des échantillons purifiés
pour mesurer la concentration de *2P incorporée grace a un compteur a scintillation.

Les produits PCR marqués au *’P et purifiés ont été conservées a -20°C avant usage.
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7.3 Mise au point de la digestion & 50 % par I’enzyme DNasel

La mise au point de la digestion des régions d’intérét (opéron foo, pap et clp) a été
effectuée & partir du protocole fourni par Hernday et ses collaborateurs (2003) de la
fagon suivante. Chacune des régions d’intéréts marquées [125 000 cpm/ pl] a été
digérée a I’aide de I’enzyme DNasel FPLCpure [30 U] (Amersham Biosciences)
selon les conditions suivantes: incubation a 22°C pendant différents temps
d’incubation [0; 1; 2; 5; 10; 15 minutes] [tampon 10X (600 mM Tris-HCI [pH 7,5];
400 mM KCI; 1 M NaCl; 1 mM EDTA; 10 mM DTT); 30 U DNasel; 0,3 nM produit
PCR purifié; 3,4 pg ADN de sperme de saumon (Sigma) soniqué; 2 pg sérum
d’albumine bovin acétylé (Sigma)]. La réaction de digestion a été arrétée par I’ajout
de 5 pl de tampon d’arrét [10% Glycérol; 250 mM EDTA] et par I’ajout de 120 pl de
tampon de précipitation [0,6 M d’ammonium acétate; 2 mg ARNt de levure (Roche)

par ml].

L’ADN digéré a été récupéré et purifié par une extraction phénol/chloroforme selon
les conditions du protocole original. Finalement, I’ADN purifié a été séché jusqu’a
Pobtention d’un culot translucide a 1’aide d’un Speedvac DNA120 (Thermo). Le

produit fini a été conservées a -20°C avant usage.

7.4 Digestion par ’enzyme DNasel et purification de la région d’intérét

La mise au point de la digestion et de la purification de chacune des régions d’intérét
(opéron foo, pap et clp) a été effectuée de la fagon suivante. Chacune des régions
d’intéréts marquées [125 000 cpm/ pl] a été digérée a ’aide de ’enzyme DNasel
FPLCpure [30 U] (Amersham Biosciences) selon les conditions suivantes :
incubation 4 22°C pendant 10 minutes (temps idéal préalablement déterminé)
[tampon 10X (600 mM Tris-HCI [pH 7,5]; 400 mM KCI; 1 M NaCl; 1 mM EDTA;
10 mM DTT); 30 U DNasel; 0,3 nM produit PCR purifié; 3,4 ug ADN de sperme de
saumon (Sigma) soniqué; 2 pg sérum d’albumine bovin acétylé (Sigma)]. La

réaction de digestion a été arrétée par 1’ajout de 5 pl de tampon d’arrét [10%
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Glycerol; 250 mM EDTA] et par I’ajout de 120 ul de tampon de précipitation
[0,6 M d’ammonium acétate; 2 mg ARNt de levure (Roche) par ml].

L’ADN digéré a été récupéré et purifié par une extraction phénol/chloroforme selon
les conditions du protocole original. Finalement, I’ADN purifié a été séché jusqu’a
I’obtention d’un culot translucide & I’aide d’un Speedvac DNA120 (Thermo). Le

lyophilisat a été conservées a -20°C avant usage.

7.5 Séquencage de la région d’intérét par la méthode de Maxam-Gilbert

La mise au point du séquengage par la méthode de Maxam-Gilbert a été effectuée de
la fagon suivante. Chacune des séquences marquées d’intérét a été traitée a I’aide de
la méthode chimique standard de Maxam-Gilbert (Ausubel (1989) Current Protocols,
7.5.1). Cependant, certaines étapes ont été modifiées. La version modifiée consiste a
mettre 20 ul de I’ADN radio-marqué purifié [125 000 cpm/ pl] orienté 5’ ou 3’ par
tube, chaque tube correspondant a une réaction différente (G, G+A, T+C, C) pour
déterminer la région protégée de ’ADN. Dans chacun des tubes les réactifs ont été
ajoutés (G [DMS], G+A [formate de piperidine], T+C [hydrazine] et
C [hydrazine + NaCl]) et les temps d’incubation ont été respectés selon les
recommandations du protocole original. En revanche, les étapes de centrifugation ont
eté révisées passant de 5 & 15 minutes, toujours a 15 000X g. De plus, le culot a été
lavé trois fois a ’aide d’éthanol 95% et séché avec un Speedvac pendant environ une
heure. Les étapes subséquentes ont été effectuées selon le protocole standard (version
abrégée tableau II). Les produits PCR marqués au *’P et traités a I’aide de la méthode

chimique standard de Maxam-Gilbert ont été conservées 4 -20°C avant usage.



Tableau I : Abrégé du protocole de Maxam-Gilbert.

Ajouter 20 ul dH,O a I’ADN marqué (20 pl) (volume total de 40 pl).
Puis, ajouter 0.5 ul de sperme de saumon (10 pg/ul) = 5 pg.
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| G | G+A | T+C | C

A. Préparation des échantillons ’ADN

DNA (ul) 10 10 10 10

DMS Tampon de réaction (ul) 200

dH,O (ul) 10 5

5 M NaCl (ul) 5
B. Réactions spécifiques de coupure de ’ADN

DMS (nl) 1

Acide formique (pul) 25

Hydrazine (ul) 30 30

Temps d’incubation 4 5 8 8

en minutes a 25°C

C. Arrét de la réaction avec le tampon d’arrét et de 1’éthanol 100 % a -20°C.
Précipitation par immersion dans un bain de glace séche/éthanol pour 5 minutes.

DMS tampon d’arrét (ul) 50
Hydrazine tampon d’arrét(ul) 200 200 200
100 % ethanol (ul) 750 750 750 750

D. Récolte de I’ADN par centrifugation 30 minutes a 15 000 X (g);
Rincer 3 fois avec de 1’éthanol 100% & -20°C ; Evaporer 60 min (Speedvac)

E. Enlever toute trace de réactif par une centrifugation 30 minutes a 15 000X(g) ;
Rincer 3 fois avec de 1’éthanol 100% a -20°C ; Evaporer 60 min (Speedvac)

dH,0O (ul) 200 200 200 200
3 M acétate de sodium (pl) 20 20 20 20
100 % éthanol & -20°C (nl) 500 500 500 500

F. Activation de la réaction de scission par une incubation de 30 min & 90°C avec de
la piperidine;
Enlever toute trace de piperidine par évaporation pendant 60 min (Speedvac)

10 % piperidine (ul) | 70 ] 70 [ 70 [ 70

G. Enlever toute trace de piperidine par évaporation de 1’eau deux fois des
échantillons pendant 60 minutes (Speedvac)

dH,0 Stérile (ul) (premier) 30 30 30 30

dH,0 Stérile (ul) (deuxiéme) 20 20 20 20
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Figure 17 : Profil théorique de la réaction de Maxam-Gilbert sur la région régulatrice de I’opéron foo, d’aprés la séquence
réelle de I’opéron foo amplifié par PCR avec les amorces sélectionnées (Figure congue pour ce document).

“TTGATGTGTGTCACATTTTGTGTGTTATTTTTATGTGAAAGGAAAGTCCGTAAAAATGCATTTAGACGATCTTTTA
TGCTGTAAATTCAATTCACCATGATGTTTTTATCTGAGTGTATTCTTGTTGTTTGTGTTTTATTCTAGTTTGATTTT
GTTTTGTAGGTTAAAAGATCGTTTAAATTAATATTTACAACATAAAAAACTAAATTTAACTTATTGCGTGAAGAGTAT
TTCCGGGCCGGAAGCATATATTCAGGGGC'

Figure 18 : Séquence de la région intergénique de I’opéron foo amplifié par PCR avec les amorces sélectionnées (en rouge),
correspondant au brin positif (upper strand). (GenBank Accession Nb AYS560911)

7.6 Protection de la région d’intérét par la protéine Lrp

L’ADN marqué de chacune des régions d’intéréts (opéron foo brin positif et brin
négatif) a été incubé 15 minutes avec différentes concentrations de la protéine Lrp

(0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 et 0,4 pg dans le tampon 10X). Lors des expériences en
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présence de la protéine Lip les volumes ont été ajustés a un volume final de 20 pl.
Les étapes subséquentes ont été effectuées selon le protocole établi précédemment de
digestion grice 4 la DNasel et les volumes ont été respectés. Le produit digéré a été
purifié grace au protocole phénol/chloroforme. Cette purification comprend tout
d’abord I’extraction de I’ADN avec 75 ul de phénol saturé avec du TE et 75 pl de
chloroforme:alcool iso-amylique (24:1). Aprés centrifugation & 12 000 rpm pendant
15 minutes, la phase aqueuse supérieure a été récupérée et précipitée avec 1 volume
d’isopropanol 100%. L’échantillon a été incubé & -80°C pendant 16 heures. Le culot
a été obtenu par centrifugation & 15 000 rpm pendant 15 minutes et lavé a ’éthanol

95%. Apres évaporation au Speedvac, le culot a été conservées 4 -20°C avant usage.

8. Analyse des échantillons sur gel dénaturant Urée/Acryl : Bis-Acrylamide

Les ADN marqués traités par la méthode de Maxam-Gilbert et selon le protocole

d’empreinte génomique ont été analysés selon les conditions suivantes :

8.1 Préparation du gel 8% Urée/Acryl : Bis-Acrylamide

La preparation du gel de séquengage 8% urée/acryl:bis-acrylamide [7 M urée;
TBE 1X; 20% acryl/bis-acrylamide 19 :1 40% (Sigma)] a été effectuée selon les
procedures de base recommandées par Ausubel (1989) (Current protocols, 7.6). Les
plaques de verres (Bio-Rad ou Life Technologies Inc. BRL) utilisées pour la
préparation du gel ont été préalablement traitées au Sigmacote (Sigma). Les
intercalaires ainsi que le peigne (30 puits de forme carré) utilisés étant de 2 mm

d’épaisseur.

8.2 Traitement, dépot des échantillons et migration du gel de séquencage

Les échantillons d’ADN ont été resuspendus dans le tampon formamide [95%

formamide; 10 mM EDTA [pH 8,0]; 0,1% bromophénol bleu; 0,1% xyléne cyanol]
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et chauffés & 90°C pendant 3 minutes, puis incubés sur glace (4°C) pendant 5
minutes, pour étre ensuite déposés dans les puits sur un gel de séquencage 8%

uree/acryl:bis-acrylamide pré-migré.

Finalement, la migration du gel s’est effectuée & 65 Watts (voltage constant) pendant
180 minutes grice a I’appareil Sequi-Gen GT (Bio-Rad) ou I’appareil S2 sequencing
gel electrophoresis apparatus (Life Technologies Inc. BRL).

8.3 Traitement du gel de séquencage

Le gel de séquencage a été séché en utilisant ’appareil 583 Gel Dryer (Bio-Rad) a
90°C pendant 120 minutes. Deux méthodes alternatives ont été utilisées pour
I’observation des résultats. La premiére consistait en 1’usage de films (Kodak) lors de
exposition au gel de séquengage pendant 48 heures 4 -80°C et au développement du

film.

La seconde méthode consistait en I'usage d’un écran phosphore (Molecular
Dynamics) pour une exposition de 12 heures a 22°C. La lecture des résultats s’est

faite grice au lecteur STORM 840 (Molecular Dynamics).



SECTION IV- Résultats
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1. Production et purification des protéines de fusion

Au cours de notre étude, nous avons produit et purifié certaines protéines de fusion
dans le but de poursuivre des analyses sur les opérons foo, pap et clp. Ces protéines
étant : Lrp-Hisg, Lrpl‘136R -Hisg, Fool-CBP, Fool-Hisg dans pET-32a et Fool-Hise dans
pIVEX 2.3.

1.1 La protéine de fusion Lrp-Hisg

Les protéines de fusion Lrp possédant une étiquette de 6 histidines en N-terminal ont
été obtenues en ayant recours a la souche CV1494. Cette protéine servira dans des
analyses subséquentes, son role étant de se fixer, sur PADN de la région régulatrice

analysée, a des sites spécifiques lors de la régulation de la transcription.

L’identité de ces protéines a été confirmée par Western blot (figure 20) en utilisant
des anticorps anti-Hiss. Les protéines purifiées ont été quantifiées par densitométrie
de comparaison sur gel SDS-PAGE a I’aide d’un appareil alpha-imager (données
non-montrées). Ces gels nous démontrent que la préparation de la protéine Lrp- Hisg
semble pure et qu’elle est quantifiable. De plus, le Western blot nous confirme que la
bande de 21 kDa visualisée par bleu de Coomassie (figure 19) est bien la protéine

Lrp- Hiss.

Protéine de fusion Lrp-Hiss
Echelle Protéine Lrp-Hise a différentes concentrations
4 3 02 3 3 1 04

[na/ul]

49,0 kDa

10s0k0n M
iy
|-

32,5 kDa
27,8 kDa

18,5 kDa n‘ '--" ... " 21 kDa

Figure 19 : Gel SDS-PAGE de la protéine de fusion Lrp-Hiss.
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Protéine de fusion Lrp-Hise
Protéine Lrp-Hiss & différentes concentrations Echelle
Western blot anti-Hisg

— d 106,0 kDa
- 80,0 kDa

e 49,0 kDa
i

| 325kDa

27,8 kDa

=% @ e . ,‘ 18,5 kDa

21 kDa

Figure 20 : Western blot anti-Hiss (méme dépdts que le gel précédent) dirigé sur la protéine de fusion Lrp-His.

1.2 La protéine de fusion Lrp"**® -Hise

Les protéines de fusion Lrp""*%®

possédant une étiquette de 6 histidines en N-terminal
ont été obtenues a I’aide de la souche FB1006. Cette protéine servira dans des
analyses subséquentes comme témoin négatif puisqu’elle est insensible a la leucine,
son role étant de se fixer sur ’ADN de la région régulatrice analysée sur des sites

spécifiques lors de la régulation de la transcription.

Nous avons vérifié la quantité de plasmide (3400 pb) sur gel d’agarose. De plus, la
présence de I’insert (655 pb) a été vérifiée par digestion enzymatique a 'aide des
enzymes Ncol et BamHI (New England Biolabs) (données non-montrées), cet insert
posséde le géne codant pour la protéine de fusion Lip-"*®R-Hiss. Un deuxiéme
contrdle par PCR ([5° CCCCATGGCTAYGAGTGAATACAT 3’; amorce Ncol] et
[S> ATATTACCCGGAGTTGTGGAAGAA 3’; amorce Smal]) a permis

de confirmer les résultats observés par digestion enzymatique.

L’identité de ces protéines a été confirmée par Western blot en utilisant des anticorps

anti-Hiss (Roche) (figure 22). Les protéines purifiées ont été quantifiées par
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densitométrie de comparaison sur gel SDS-PAGE a I’aide de 1’appareil alpha-imager
(données non-montrées). Ces gels nous démontrent que la préparation de la protéine
LrpLl3 SR_ Hiss semble pure et qu’elle est quantifiable. De plus, le Western blot nous
confirme que la bande de 20,7 kDa visualisée par bleu de Coomassie (figure 21) est

bien la protéine Lrp"'***- Hiss.

Protéine de fusion Lrp'**-His;
Témoin Protéine Lip'"*®-Hiss Echelle Protéine Lrp"'*-His,
négatif 1%lavage 2%avage 3"lavage 4%avage Elution#1 Elution#2
106,0 kDa o _
80,0 kDa o =3 Mﬁ . s
49,0 kDa
32,5 kDa ” ey ey
L.l -
27,8 kDa r
e | OO g v e 20.7 kDa
b\ E
ok S

Figure 21 : Gel SDS-PAGE de la protéine de fusion Lrp"***®-His,. Chaque puits correspond 4 une étape de purification sur la
colonne Ni-NTA [(4 lavages : 4 volumes de colonne) et (2 élutions : 2 volumes de colonne)).

Protéine de fusion Lrp'**-His,
Protéine Lrp""*®-His, Echelle
Western biot anti-Hisg

— 106,0 kDa

(hosmeh 80,0 kDa

49,0 kDa

32,5 kDa

27,8 kDa

20.7 kDa e . s 18,5 kDa

Figure 22 : Western blot anti-Hise dirigé sur la protéine de fusion Lrp“'**®-His, sur trois fractions d’¢lution.
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1.3 La protéine de fusion Fool-CBP

Les protéines de fusion Fool possédant une étiquette CBP en N-terminal ont été
obtenues a I’aide de la souche BL21DE3plysS FoolpCALnEK. Cette protéine servira
dans des analyses subséquentes, son role étant de se fixer, sur ’ADN de la région

régulatrice analysée, a des sites spécifiques lors de la régulation de la transcription.

L’identité de ces protéines a été confirmée par Western blot en utilisant des anticorps
(IgY) anti-Fool (figure 24). Les protéines purifiées ont été quantifiées par
densitométrie de comparaison sur gel SDS-PAGE a I’aide d’un appareil alpha-imager
(données non-montrées). Ces gels nous démontrent que la préparation de la protéine
Fool-CBP semble pure et qu’elle est quantifiable. De plus, le Western blot nous
confirme que la bande de 12,8 kDa visualisée par bleu de Coomassie (figure 23) est

bien la protéine Fool-CBP.

Protéine de fusion Fool-CBP

Echelle Protéine Fool-CBP
1"tavage 2°lavage 3%avage Elution#1 Elutionr#2 Témoin négatif

106,0 kDa
80,0 kDa

49,0 kDa

32,5 kDa

27,8 kDa

18,5 kDa

12.8 kDa

Figure 23 : Gel SDS-PAGE de la protéine de fusion Fool-CBP. Chaque puits correspond a une étape de purification sur la
colonne CBP [(3 lavages : 3 volumes de colonne) et (2 €lutions : 2 volumes de colonne)}.
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Protéine de fusion Fool-CBP
Western blot anti-Fool
Protéine Fool-CBP Echelle
Eivtion#2 Elution®t  3%lavage Zavage 1%avage
= 106,0 kDa
80,0 kDa

49,0 kDa

32,5 kDa

27,8 kDa

18,5 kDa

12.8 kDa

T

Figure 24 : Western blot anti-Fool dirigé sur la protéine de fusion Fool-CBP. Chaque puits correspond 4 une étape de
purification sur la colonne CBP {(3 lavages : 3 volumes de colonne) et (2 €élutions : 2 volumes de colonne)].

Diverses techniques ayant pour but d’éliminer I’étiquette CBP (4 kDa) liée a
Fool (8,8 kDa) ont été testées. La premiére méthode consistait & couper 1’étiquette a
I’aide de I’enzyme enterokinase (Ek) (1 U/100 pg de protéine) (New England
Biolabs) selon les recommandations du manufacturier (plusieurs temps d’incubation
ont été testés [variant entre 2 heures et 24 heures]) et a purifier la protéine grace a la
résine d’affinité de protéine de fusion CBP. La seconde technique consistait & couper
’étiquette CBP a 1’aide de I’enzyme Ek et a éliminer 1’étiquette CBP par dialyse a
I’aide d’une membrane filtrante Spectra/Por 1, de porosité 6000 a 8000 Daltons.
Quelque soit la technique utilisée nous n’avons pas observé de digestion au niveau du
site de coupure inséré entre CBP et Fool (données non montrées). D’autres
constructions de protéines de fusion ont été envisagées tel que : la protéine de fusion
Fool-Hisg dans pET-32a et la protéine de fusion Fool-Hiss dans pIVEX 2.3.
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2. Construction de protéines de fusion alternatives Fool-Hise

2.1  Constructions de protéine de fusion Fool-His¢ dans pET-32a

Le plasmide pET-Fool01 a été construit par insertion du produit PCR (géne
fool (234 pb) provenant de la souche MT006) dans le vecteur pET-32a (5900 pb).

Nous avons vérifié€ la quantité de plasmide (6134 pb) sur gel d’agarose et la présence
de I’insert (269 pb [234 pb insert + 35pb vecteur]) par digestion enzymatique a 1’aide
des enzymes Ncol et Xhol (New England Biolabs) (données non-montrées), cet insert
possédant le géne codant pour la protéine de fusion Fool-Hiss. Un deuxiéme contrdle
par PCR ([5° CCGAATTCATGAGTGAATACAT 3’; amorce EcoRI] et
[5° CCHAGBMIGTTAAGTTGTGGAAGAA 3°; amorce Hindlll]) a permis
de confirmer les résultats observés par digestion enzymatique. De plus, I’intégrité de
I’insert a été vérifiée grace aux amorces nucléotidiques décrites dans le protocole de

séquencage (données non montrées).

2.2  Constructions de protéine de fusion Fool-Hiss dans pIVEX 2.3

Le plasmide pIVEX-Fool02 a €été construit par I’insertion du produit PCR (géne fool
(234 pb) provenant de la souche MT006) dans le vecteur pIVEX 2.3 (3530 pb).

Nous avons vérifié la quantité de plasmide (3764 pb) sur gel d’agarose et la présence
de I'insert (234 pb) par digestion enzymatique & 1’aide des enzymes Ncol et Smal
(New England Biolabs) (données non-montrées), cet insert possédant le géne codant
pour la protéine de fusion Lrp“"**®-Hise, Un deuxiéme contrle par PCR

(5 CCCCATGGCTATGAGTGAATACAT 3’ amorce Ncol] et
[5° ATATTABBOGGEAGTTGTGGAAGAA 3°; amorce Smal]) a permis

de confirmer les résultats observés par digestion enzymatique. De plus, I’intégrité de
I’insert a été vérifiée grace aux amorces nucléotidiques décrites dans le protocole de

séquencage ci-dessus (données non montrées).
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3. Production et purification de ’ADN matrice des régions régulatrices

Afin de réaliser les expérimentations de séquengage, nous avons produit et purifié

I’ ADN matrice des régions régulatrices : 1’opéron foo, pap et clp.

3.1 La région régulatrice de I’opéron foo

En ce qui a trait 4 la région régulatrice de foo, nous avons vérifié la taille du plasmide
pMTO12 (13 200 pb) (provenant de la souche MT024) sur gel d’agarose et la
présence de I’insert (787 pb) par digestion enzymatique 4 ’aide des enzymes Bgll et
BamHI (données non montrées). De plus, un deuxiéme controle par PCR
([S> TTGATGTGTGTCACATTTTGTG 3’; amorce foo-for] et [5
GCCCCTGAATATAGCTTCC 3’; amorce foo-rev]) a permis de confirmer les

résultats observés par digestion enzymatique (données non montrées).

3.2 La région régulatrice de 1’opéron pap

Pour ce qui est de la région régulatrice de pap, nous avons vérifié la quantité de
plasmide (HB101 contenant le plasmide pPap5, 4545 pb) sur gel d’agarose et la
presence de I'insert (1760 pb) par digestion enzymatique  1’aide des enzymes BamHI
et Smal (données non montrées). De plus, un deuxiéme contrdle par PCR
s’ TTGATGTGTATCACATTTTGCG 3’ amorce pap-for] et
[5° GCCCCTGGATATATGCTTCC 3’; amorce pap-rev]) a permis de confirmer les

résultats observés par digestion enzymatique (données non montrées).

3.3 La région régulatrice de ’opéron clp

Pour la région régulatrice de clp, nous avons vérifié la quantité de plasmide pUC18
Hd Sca 12 (2686 pb) (provenant de la souche JM109) sur gel d’agarose et la présence
de I'insert (332 pb) par digestion enzymatique a I’aide d’enzymes HindIIl et Scal

(données non montrées). De plus, un deuxiéme contrdle par PCR
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(EX CTCTCCCTGTTTGATTTCGTGC 3’ amorce clp-for] et
[5° CGTATTCACTCTGTTGCCGTCC 3’; amorce clp-rev]) a permis de confirmer

les résultats observés par digestion enzymatique (données non montrées).

Les plasmides purifiés ont été utilisés comme substrat d’une réaction PCR pour

produire la région désirée en quantité suffisante pour les expérimentations prévues.

4, Sélection des amorces oligonucléotidiques

La sélection des amorces oligonucléotidiques pour la production des régions
régulatrices d’intéréts s’est effectuée par I’analyse de chacune des séquences
nucléotidiques de ces régions avec le programme (clonagen). Le but étant d’obtenir
la région désirée (région intercistronique contenant les sites potentiels de fixation de
la protéine Lrp) lors de I’amplification. Les séquences sont décrites dans la figure 25
(région régulatrice de I"opéron foo comparée a la région régulatrice de I’opéron pap)

et dans la figure 26 (région régulatrice de I’opéron clp).

S. Mise au point de la digestion 3 50 % par I’enzyme DNasel

Tel que décrit dans la partie de matériel et méthode, la mise au point de la digestion
par la DNasel des régions d’intérét (opéron foo, pap et clp) a été effectuée de la fagon
suivante. Chacune des régions d’intéréts marquées [125 000 cpmy/ pl] a été digérée a
'aide de I’enzyme DNasel FPLCpure [30 U] (Amersham Biosciences) pendant

différents temps d’incubation [0; 1; 2; 5; 10; 15 minutes].

L’ADN digéré a été récupéré et purifié par une extraction phénol/chloroforme selon
les conditions du protocole original. Finalement, I’ADN purifié a été séché jusqu’a

I"obtention d’un culot translucide a I’aide d’un Speedvac DNA120 (Thermo).
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0$0000006000060000000
oTTGATGTGTATCACATTTIGCGY¥TTTATTTTICTG
:TTGATGTGTGTCACAl TTTGTGJGTTATTITTATG
ececsseseessvsces

4 5
CGAAAAGAAAGTCCGTAAAAATTCATTTAGAC: L GTAAATTCAATT
TEAAAGGAAAGTCCOGTAAAAATGCATTTAGA I GTAAATTCAATT

6
TGCCARGATGTTITTATCTGAGTACCCTCTTGCTATY
CACCARGATGTITITATCTGAGTGTATTCTTGTTGTY

2
TITTGTTITIGTG G1TAAAA$ AAATCAATATTTACAACATAAAAAACTAA
TTTTGTTTTGTAGGTTAAAA cL.51%% AAATTAATATTTACAACATAAAAAACTAA

-10

1
GTGTTTTGHTCTAGTTTAA

ferarrTTa

[TGTGTTTTATTCTAGTTTGA

-35 3

(A AR IR EERENEERREE]
ATTTAACTTATTGCGTGAAGAGTATTTCCGGGCEGGAAGCATATATCCAGGGGC
GAAGCATATATTCAGGGGC,

ATTTAACTTATTGCGTGAAGAGTATTTCCG

Figure 25 : Région régulatrice de I’opéron foo (GenBank Accession Nb AY560911) et de I’opéron pap (GenBank Accession
Nb X14471). Les amorces oligonucléotidiques sélectionnées sont indiquées par un encadré pointillé rouge ainsi
que les sites GATC (carrés rouges) et les six sites potentiels de liaison a la protéine Lrp (encadrés).
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Clp

000000000000 0000 00

SCTCTCCCTGTTTGATTTCGTCGITTAATATTTTTTTAACTITAAA

TTCATATTTTATATGAAAAGTGTGACATTTTTTIGATGAAAATCTAAATTAACGCAAAAAACTTT

ATCTGGAATGCAATTTTGATTTTTTTGTTTTAGA

CGATC

ITTTTATCTGTGATTTITGTGTITITIT

TGGTGGCTTTIGCTGTIGTTIGTIGTTITIGTGGTTTTATITGTTGTTGATGTTTGTTITTTIGTAG

TTGTAAAGATCGTTAAATTAGTGTTTITCGCTATAAAACATCGTGATAATCTTCGCTGAGCAGA

A AR E N E N RN NENNERZNHNHEHNHN ™

AMC&GGACGGCAACAGAGTGAATACG:

Figure 26 : Région régulatrice de l’opéron clp (GenBank Accession Nb. L48184). Les amorces oligonucléotidiques
sélectionnées sont indiquées par un encadré pointillé rouge ainsi que les sites GATC (carrés rouges).
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Le produit fini a été suspendu dans un volume final de 15 pl de tampon formamide
[95% formamide; 10 mM EDTA [pH 8,0]; 0,1% bromophénol bleu; 0,1% xyléne

cyanol].

Les différents produits ont migrés sur gel de séquencage 8% [7 M urée; TBE 1X;
20% acryl/bis-acrylamide 19 :1 40% (Sigma)]. Aprés analyse des résultats, nous
avons déterminé qu’entre 0 et 2 minutes d’incubation en présence de la DNasel les
fragments ne sont pas digérés suffisamment pour é&tre observables sur gel. En
revanche, entre 10 et 15 minutes d’incubation on observe une échelle de fragments
digérés adéquatement. Le résultat optimal étant obtenu lors d’une incubation de 10

minutes de la région d’intérét en présence de la DNasel (données non montrées).

6. Analyse des régions d’intéréts sur gel dénaturant Urée/Acryl :Bis-Acrylmide

Tel que décrit dans la partie de matériel et méthode, chacune des régions d’intéréts
séquencées radio-marquées a été traitée par la méthode chimique de Maxam-Gilbert
(voir matériel et méthode, tableau II). Cette méthode permet d’identifier la région
nucléotidique incluant les sites protégés de 1’action de la DNasel (échelle). Le
produit fini a été suspendu dans un volume final de 15 pl de tampon formamide [95%

formamide; 10 mM EDTA [pH 8,0]; 0,1% bromophénol bleu; 0,1% xyléne cyanol].

De plus, chacune des régions d’intérét radio-marquées [125 000 cpm (**P)/ pl], en
absence de protéine, a été digérée a I’aide de I’enzyme DNasel (30 U]
(ttmoin négatif). L’ADN digéré a été récupéré et purifié par une extraction
phenol/chloroforme (voir matériel et méthode). Le produit fini a été suspendu dans
un volume final de 15 pl de tampon formamide [95% formamide; 10 mM EDTA
[pH 8,0]; 0,1% bromophénol bleu; 0,1% xyléne cyanol].

Finalement pour identifier les nucléotides protégés, chacune des régions d’intérét
(opéron foo brin positif et brin négatif) a été incubée avec différentes concentrations
de la protéine Lrp (0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 et 0,4 ng) et a ensuite été digérée grace a

la DNasel [30 U] (empreinte génomique). Le produit digéré a été purifié grice au
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protocole phénol/chloroforme et suspendu dans un volume final de 15 pl de tampon
formamide [95% formamide; 10 mM EDTA [pH 8,0]; 0,1% bromophénol bleu; 0,1%

xyléne cyanol].

Les différents produits ont migrés sur gel de séquencage 8% [7 M urée; TBE 1X;
20% acryl/bis-acrylamide 19 :1 40% (Sigma)].

L’empreinte génomique & la DNasel sur la région régulatrice de 1’opéron foo (brin
positif) a été réalisée en présence de différentes concentrations de la protéine Lrp
[0;0,1;0,15; 0,2 et 0,25 pg]. La protection semble débuter approximativement a
0,2 pg de Lrp (figure 27) cependant des analyses supplémentaires seront nécessaires

pour confirmer cette concentration.

De surcroit, I’'empreinte génomique 4 la DNasel sur la région régulatrice de I’opéron
Joo (brin positif) a été réalisée en présence de différentes concentrations de la protéine
Lrp [0;0,1;0,15;0,2 et 0,25 pg] et en présence de 10 mM d’alanine. Cet acide
aminé a €t¢ décrit comme ayant un effet répressif sur I’expression du geéne fooBA
présent sur ’opéron foo. Dans cette expérimentation, la protection semble débuter
approximativement a 0,15 pg de Lrp (figure 28) cependant des analyses
supplémentaires seront nécessaires pour confirmer cette concentration. De plus, sur
ce gel nous remarquons que certaines zones semblent ne pas étre occupées aussi
rapidement que les autres, ce qui nous améne a penser que la présence de la protéine
Fool pourrait avoir un réle dans I’interaction de Lrp avec la séquence correspondante
a I'opéron foo. Cependant des analyses complémentaires en présence de Fool seront

nécessaires pour confirmer cette hypothése.
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Opéron foo (région régulatrice, brin positif) + Lrp

MAXAM-GILBERT PROTECTION DE L’OPERON foo avec Lip
C TC GA G o o1 o015 0,2 o2

[ng]

Figure 27 : Réaction de Maxam-Gilbert sur I’opéron foo, brin positif (2 gauche). Empreinte génomique a la DNasel sur la
région régulatrice de I'opéron foo (brin positif) al’aide de différentes concentrations de la protéine Lrp
[0;0,1;0,15;0,2 et 0,25 pg]. La protection débute approximativement a 0,2ug de Lrp.
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Opéron foo (région régulatrice, brin positif) + Lrp
en présence de 10 mM d’alanine

0 0,10 0.15 0,20 0,25
[ng]

Figure 28 : Empreinte génomique 4 la DNasel sur la région régulatrice de ’opéron foo (brin positif) a I’aide de différentes
concentrations de la protéine Lrp [0; 0,1; 0,15 ; 0,2 et 0,25 pg] en présence de 10 mM d’alanine. La protection
débute approximativement 4 0,15 pg de Lrp.
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7. Séquencage de la région d’intérét par la méthode de Maxam-Gilbert

Le début de mise au point du séquengage par la méthode Maxam-Gilbert a été
effectuée de la fagon suivante. Chacune des séquences marquées d’intérét a été
traitée a ’aide de la méthode chimique standard de Maxam-Gilbert (Ausubel (1989),
Current Protocols, 7.5.1). Cependant, certaines étapes ont été modifiées. La version

abrégée modifiée est décrite dans le tableau II de ce mémoire.

Les resultats préliminaires de I’analyse de la séquence de 1’opéron foo (brin positif et
brin négatif) sont présentés dans la figure 29. Suite a I’analyse de ce gel, une
identification partielle de la séquence nucléotidique sur le gel a pu étre faite. Un
debut de corrélation a été mis en évidence sur cette figure avec les séries de «G» et de
«A» (AAAAA) en gras sur la séquence et les encadrés sur la photo. Avec les
réactions indiquant les coupures aprés le GA et aprés les G, il sera possible se

retrouver sur la séquence les nucléotides en question.

Des expériences supplémentaires de la réaction de séquencgage de Maxam-Gilbert en
parallele avec ’empreinte génomique de la région régulatrice de 1’opéron foo seront
nécessaires pour une corrélation compléte et une identification précise (au niveau

nucléotidique) des régions protégées.

En résumé, nous avons produit et purifié en quantité suffisante certaines protéines de
fusion dans le but de poursuivre des analyses sur les opérons foo, pap et clp. Ces
protéines étant: Lrp-Hise, Lrp”36R -Hisg, Fool-CBP, Fool-Hiss dans pET-32a et
Fool-Hiss dans pIVEX 2.3. De plus, afin de réaliser les expérimentations de
séquengage, nous avons marqué au y--P, produit et purifié ’ADN matrice des
régions régulatrices : I’opéron foo, pap et clp.  De surcroit, chacune des régions
d’intéréts séquencées radio-marquées a été traitée par la méthode chimique de
Maxam-Gilbert (échelle) ou a été digérée a 1’aide de I’enzyme DNasel [30 U]
(temoin négatif). Finalement pour identifier les nucléotides protégés, chacune des
régions d’intérét (opéron foo brin positif et brin négatif) a été incubée avec différentes
concentrations de la protéine Lrp (0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3 et 0,4 pg) et a ensuite été
digérée grace a la DNasel [30 U] (empreinte génomique) et ce en présence versus en

absence d’alanine.
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Région régulatrice de I'opéron foo

G GA TC C G GA TC C
Brin positif marqué Brin négatif marqué

TTGAT GTGTGTCACA TTTTGTGTGT TATTTTTATG TGAAAGGAAA

GTCCGTAAAAATGCATTT AGACGATCTTTT ATGCTGTAAA TTCAATTCAC CATGATGTTTT
TTATCTGAGT GTATTCTTGT GTTTGTGTT TTATTCTAGT TTGATTTTGT TTTTGTAGGTT
AAAAGATCGT TTAAATTAAT ATTTACAACA TAAAAAACTA AATTTAACTT ATTGCGTGAA
GAGTATTTCC GGGCCGGAAG CATATATTCA GGGGC 3’ (brin positif)

Figure 29 : Réaction de Maxam-Gilbert sur I’opéron foo, brin positif et brin négatif. Alignement partiel de la séquence
nucléotidique. Un début de corrélation a été mis en évidence sur cette figure avec les séries de «G » et de «A»
(AAAAA) en gras sur la séquence et les encadrés sur la photo.
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Discussion

L’opéron foo code pour les antigénes fimbriaires F165, produits par les souches 4787
et 5131 d’Escherichia coli O115:KV165. Cet opéron présente une organisation
genétique similaire 4 I’opéron pap qui est le principal membre de la famille des pili
de type P (Daigle et al., 2000; Harel et al., 2000). L’expression de Jfoo est soumise a
une régulation complexe en réponse a différents facteurs environnementaux. En
effet, ’expression du fimbriae F165; est dépendante, comme pour son homologue, le
fimbriae Pap, de plusieurs régulateurs globaux tels que CRP et Lip, ainsi que de
certains régulateurs spécifiques tels que Fool et FooB, qui sont des homologues de
Papl et PapB (Harel et al., 2000; Daigle er al., 2000). De plus, la présence de deux
acides aminés (la leucine et ’alanine) dans le milieu de croissance de la bactérie

réprime de fagon considérable la biosynthése de F165, (Daigle et al., 1997 ; 2000).

Notre étude nous a permis de commencer & mettre au point plusieurs outils pour
identifier et caractériser les sites de liaison de la protéine Lrp sur les régions

régulatrices (intercistroniques) des opérons foo et cip.

Le clonage du geéne fool par différentes constructions plasmidiques a permis la
production de protéines de fusions (Fool-Hisg) et la purification de celle-ci. D’autres
protéines ont été produites et purifiées telles que : Lrp-Hiss, Lrp™'36} -Hisg, Fool-CBP,
Fool-Hise dans pET-32a (+) et Fool-Hiss dans pIVEX 2.3. Les protéines Lrp et Fool
interviennent dans la régulation de la transcription des génes fool et fooBA et sont
impliquées dans la méthylation de 1’opéron foo au niveau des sites GATC-I et

GATC-IL

La région régulatrice de foo a été purifiée et marquée au 32P. Nous avons tenté
d’adapter le protocole de séquengage Maxam-Gilbert pour I’analyse des régions
régulatrices de ’opéron foo (brin positif et brin négatif). Les résultats restent encore

sommaires a ce niveau.

De plus, nous avons commencé & mettre au point un protocole de digestion par la
Dnasel de I’opéron foo (brin positif et brin négatif). Cette technique a été réalisée en

présence de Lrp a différentes concentrations. Nous avons aussi testé 1’effet de la
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présence versus I’absence de I’acide aminé alanine. L’empreinte génomique a la
DNasel n’a pas permis I’observation précise des sites de liaisons de Lrp sur la région
régulatrice de 1’opéron foo car la réaction n’a pas fonctionné en méme temps que la
réaction de Maxam-Gilbert. Cependant, une approximation de la concentration en
Lrp nécessaire pour I’obtention d’une variation dans la fixation de cette protéine sur

les sites en question a pu étre estimée (0,20 pg/pl).

Gréce a ces deux techniques, nous avons tenté de déterminer la présence de six sites
de fixation pour la protéine Lrp au niveau de la région régulatrice de ’opéron
fimbriaire foo. Cependant, aprés analyse de comparaison entre les empreintes
génomiques sur 1’opéron pap (Hernday et al., 2002) et nos empreintes génomiques
sur 'opéron foo, nous ne sommes pas arrivé a des résultats concluents. Les
expériences ayant été réalisées deux fois, des analyses supplémentaires d’empreinte

génomique sur ’opéron foo seront nécessaires afin de tirer des conclusions.

De plus, ’empreinte génomique nous a aussi permis d’estimer la concentration de
protéine Lrp nécessaire pour protéger les six sites de liaison (différentes
concentrations testées) et ce en présence versus absence de 1’acide aminé alanine.
Nous avons pu observer qu’en absence d’alanine la concentration de Lrp ayant un
effet est approximativement de 0,20 pg (soit 0,01 pg/pl). Tandis qu’en présence
d’alanine, la concentration de Lrp ayant un effet est approximativement de 0,15 ug
(0,0075 pg/pl). Finalement, I’alanine modulerait 1égérement I’action de la protéine
Lrp en modifiant la reconnaissance de celle-ci pour chacun des sites sur I’ADN de
'opéron fimbriaire foo comme précédemment observé par Daigle ef al., 2000 et
Harel et al, 2000. Ces résultats étant préliminaires (un seul résultat), d’autres

expériences seront nécessaires pour confirmer ces données.

L’identification des séquences protégées devra étre confirmée par des expériences
supplémentaires. Selon les expériences réalisées par Berthiaume et al. (2004) ainsi
que Crost et al. (2003) la présence d’alanine ou de leucine affecte la liaison de la
protéine Lrp sur la région de régulation de I’opéron fimbriaire foo. En effet, notre

ctude semble confirmer les résultats qui ont été récemment publiés par ces auteurs.
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Les expériences réalisées par C. Crost (Crost, thése de doctorat, 2003) nous ont
permis d’identifier des régions de fixation de la protéine Lrp sur les régions de
régulation des opérons foo et clp. La mise au point des techniques moléculaires tel
que I’empreinte génomique ainsi que le séquengage par la méthode de séquencage de
Maxam-Gilbert vont permettre de déterminer précisément les nucléotides ou se fixe la

protéine Lrp.

De plus, la mise au point de ces techniques va nous permettre de caractériser et
d’identifier les différentes interactions moléculaires, telles que : entre régulateurs,
entre I’ADN et les divers régulateurs complexés ou non entre eux. Ces interactions
moléculaires permettront, aprés identification, de mieux comprendre les mécanismes
de régulation de I’expression de I’opéron fimbriaire de F165,, et par conséquent, de

comprendre également les mécanismes de variation de phase de I’opéron foo.

La mise au point d’outils et de techniques moléculaires lors de cette étude permettra

des ¢tudes plus approfondies dans un futur trés rapproché.
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SECTION VI- Conclusion



116

Conclusion

Lors de cette étude nous avons mis au point plusieurs outils ainsi que plusieurs
techniques qui seront trés utiles pour poursuivre les études sur I’opéron fimbriaire
F165;. Ces études permettront de mieux comprendre les mécanismes de variation de
phase de I’opéron foo et I’influence des facteurs comme les protéines de régulation

sur ce dernier.

De plus, nous avons tenté de déterminer la présence de sites de fixation pour la
protéine Lrp au niveau de la région régulatrice de ’opéron fimbriaire foo grice a la

technique moléculaire de I’empreinte génomique.

De surcroit, I’empreinte génomique nous a aussi permis de commencer a déterminer
la concentration de la protéine Lrp nécessaire pour la liaison a ces six sites et ce en
présence de différents facteurs comme la protéine Fool et des 1’acides aminés

(alanine et leucine).

Finalement, nous avons tenté de vérifié que I’alanine module ’action de la protéine

Lrp en modifiant la reconnaissance de celle-ci pour I’ADN de I’opéron fimbriaire foo.

Le début de mise au point d’outils et de techniques moléculaires lors de cette étude
permettra des études plus approfondies et complémentaires dans un futur trés

rapproché.
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