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Every great drug discovery (and every modern technological advance) carries with it,[...] two
opposing qualities : one positive, healing, and helpful ; one negative, often unintended, sometimes

deadly.[…] We must remember that.
Thomas Hager

The Demon under the Microscope
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…

C’est faux, hein ? Je serais à jamais reconnaissante que tu m’y ais un peu forcée ^^ !

Comment aurais-je pu survivre à l’écriture de ma thèse sans BTS, ni NCT (j’y reviendrais
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psychologique. Merci mon petit, je te souhaite plein de bonnes choses pour la suite !
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soutien et j’espère – je sais- que la suite se déroulera comme tu le souhaites ! Ta choupie

t’envoie beaucoup de courage et plein de bisous.  

Un grand merci à Sandra, avec qui nous avons longuement discuté de mes travaux, de
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Merci à tous les gens qui sont passés au laboratoire (voire qui y traînent encore) et avec

qui  j’ai  créé de bons moments :  Thibault,  Michaël,  Raphaëlle,  ma nouvelle  co-bureau

Camille, Wadad, Carmen, Charlotte, Lilian et bien d’autres. Si je vous ai oublié, ne m’en
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voulez pas, s’il vous plaît. En tous cas, un grand merci à toute l’équipe de l’UMR 1092, au

soutien inconditionnel et à votre accueil. Ces trois ans seront à jamais graver dans ma

mémoire.

Assez parlé de l’UMR 1092, il y a des gens de l’autre côté qui m’ont aussi accompagnés

pendant un bon moment. 

Ma Clo, mon petit chat. Tu te rends compte que tu te marrais quand on parlait de K-Pop,

tout en soupirant comme des jeunes filles en fleurs, et que tu es revenue de Corée avec

plein  d’étoiles  dans  les  yeux  (d’ailleurs,  je  te  boude  encore  un  tout  petit  peu).  Ma

Clotilde, tu as été mon autre rayon de soleil,  ma dose de vitamine D journalière. Ton

soutien, ton aide précieuse, ton sourire et ta douceur m’ont fait énormément de bien.

Toute cette bienveillance a été salvatrice pour moi. Merci, mille merci pour tout ce que

tu as fais, dis pour moi et pour ta présence rassurante. Coeur-Coeur-Love. 

Une petite  pensée pour Azra.  Notre temps ensemble  a  été relativement court  mais

sache que j’ai apprécié toutes nos conversations (surtout orientées Corée), et un grand

merci pour tes encouragements et tes gentils mots. Ils m’ont donné un peu de carburant

pour  continuer  mon  chemin.  Je  t’en  envoie  maintenant  pour  la  fin  de  thèse.  Je

t’embrasse fort !

À ma poulette Héloïse, avec qui je poursuis mon chemin de scientifique depuis presque 7

ans.  Il  ne  te  reste  plus  grand-chose  à  parcourir  pour  arriver  au  bout,  courage.  Je

t’embrasse fort et je te dis à bientôt, au pied du Château de Caen, même heure, même

endroit. 

À  tous  ces  gens  qui  m’ont  accompagnée  sur  le  chemin  qui  m’ont  mené  jusqu’au  5

octobre 2018. Je pense tout naturellement à mes professeurs qui  m’ont enseigné la
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Bien sûr, un énorme merci à mes deux personnes, Éric et Marion. Vous quitter a été une

réelle épreuve pour moi, surtout après les 4 années chargées de merveilleux souvenirs

et moments. Malgré la difficulté de me voir partir, vous m’avez toujours encouragé à

foncer, à faire le bon choix pour ma carrière. On a souvent rigolé sur le fait que vous êtes

mes parents adoptifs, mais vous vous êtes réellement comportés comme tel. Un soutien

inconditionnel, toujours présent, toujours rassurant. Je vous ai toujours dis que Caen

était ma vrai maison et c’est surtout car vous êtes là. Pour tout vous avouer, je n’arrive
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Votre petite. 

Enfin, à mes parents. Premièrement, sachez que si je suis là aujourd’hui, devant mon
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où je suis aujourd’hui. Je vous avouerai que cette thèse est certes pour moi, mais elle

surtout pour vous, pour vous rendre fiers. Durant ces trois ans de thèse, vous avez été
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administratifs, mais surtout mes parents. À me remettre les idées en place quand il le
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Merci pour tous, mille fois pour votre soutien continuel, jusqu’à la dernière minute. Je

vous aime. Votre fille. 

Merci pour tout,

Thank you for everything

정말 감사함니다

Ps : Merci à BTS, NCT et bien d’autres pour m’avoir permis d’écrire tout en écoutant de la

bonne musique. Vive la K-pop !
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Liste des abréviations

A Adénine
ADN Acide DésoxyriboNucléique
ARN Acide Ribonucléique

ATB Antibiotique
C Cytosine (acide nucléique) ou Cystéine (acide aminé)
CR Common Région

CRP Protéine Réceptrice à l’AMPc

CS Segment Conservé

CTX Céfotaxime

D Aspartate / Acide aspartique

E Glutamate / Acide glutamique

EBP « Enhancer Binding-Protein »

EGM Élément Génétique Mobile

F Phénylalanine

Fis Facteur d’inversion de phase

FNR Fumarate et nitrate réduction protéine

G Guanine (acide nucléique) ou Glycine (acide aminé)

H Histidine

HK Histidine Kinase

HLH Hélice-Boucle-Hélice

HNS Protéine de structure Histone-Like associée au nucléoïde 

HTH Hélice-Tour-Hélice

ICE Élément Intégratif et Conjugatif

IHF Facteur d’intégration à l’hôte

IR Séquence Inversée Répétée

IRL Séquence Inversée Répétée gauche

IRR Séquence Inversée Répétée droite

IS Séquence d'Insertion

ISCR Séquence d'Insertion de Région Commune

K Lysine

L Leucine

Lrp Protéine de réponse à la Leucine

MITE Élément transposable miniature avec des répétitions inversées

NAP Protéine Associée au Nucléoïde

OH Groupe hydroxyle

OMS Organisation Mondiale de la Santé

orf Cadre ouvert de lecture

PABA Acide Para-aminobenzoïque

Pc Prometteur de Cassette

Pout Promoteur dirigé vers l'extérieur

R Arginine

RCR Réplication en Cercle Roulant

RR Régulateur de Réponse

SARM Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline

SGI Îlot Génomique de Salmonella

SOS « Save Our Souls »

SXT Co-trimoxazole (Association triméthoprime + sulfaméthoxazol )

T Thymine

TE Éléments transposables

tIS Séquence d'insertion transportant un gène

TCS Système à deux composants

Tn Transposon

U Acide aminé hydrophobe

Y Tyrosine
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Préambule : L’antibiorésistance, le mal du XXème siècle

Les épidémies bactériennes sont connues à travers l’Histoire pour avoir causé la mort de

millions de personnes. Parmi les plus meurtrières, la peste de Justinien a décimé 25

millions de personnes majoritairement autour du bassin méditerranéen (Harbeck et al.

2013) et au XIVe siècle, la peste noire a tué entre 25 et 50 millions de personnes en

Europe sur 5 ans (Haensch et al. 2010). 

Ces bactéries pathogènes ont, à travers ces épidémies, créé une angoisse face à laquelle

l’Homme était  impuissant.  Néanmoins,  au début du siècle dernier,  la découverte des

antibiotiques mis à mal ces infections bactériennes incurables. 

Le  premier  antibiotique  découvert  fut  la

pénicilline.  À  la  fin  des  années  1920,  le

docteur Alexander Fleming mis en évidence la

capacité  d’une  moisissure,  Penicillium

notatum,  à  inhiber  la  croissance  des

Staphylocoques.  Plus  tard,  il  découvrit  la

molécule  responsable  de  cette  inhibition,

produite  par  le  champignon :  la  pénicilline

(Fleming 1929). Il faudra attendre 1942 pour

que  la  pénicilline  soit  commercialisée  car

celle-ci  présentait  des  difficultés  à  être

produite  à  grande  échelle.  Le  premier

antibiotique à avoir été commercialisé fut le

sulfomanide  (Pontosil®),  molécule

antibiotique  découverte  d’après  des  dérivés

de  colorant  en  1931  par  le  pathologiste

Gerhard Domagk. Cette molécule va permettre un tournant favorable dans le cadre du
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traitement des infections à Streptocoque  (Domagk 1935).  Par la  suite,  de nombreux

antibiotiques vont être découverts et caractérisés (Figure 1). 

I. Les antibiotiques

La définition des antibiotiques a été établie en 1947 par Selman Waksman  (Waksman

1947).  Il  définit  l’antibiotique  comme  une  molécule  organique  capable  d’inhiber  la

croissance bactérienne (antibiotique bactériostatique) ou bien capable de tuer 99,9 %

des  bactéries  (antibiotiques  bactéricides).  Ces  antibiotiques  sont  majoritairement

produits  par  des  microorganismes  mais  certains  sont  synthétisés  chimiquement.  Les

antibiotiques d’origine naturelle peuvent être modifiés par voie chimique et ils seront

alors hémi-synthétiques. Les cibles de ces antibiotiques sont spécifiques et concernent 5

domaines  cellulaires:  la  synthèse  protéique,  la  paroi  bactérienne,   la  membrane

plasmique, la synthèse d’acides nucléiques ou les molécules liées à l’ADN (Figure 2).
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Figure 2: Représentation schématique des différents mécanismes d'action des antibiotiques et leurs cibles

* : Les cibles sont les topoisomérases IV et la gyrase et non pas l’ADN. DNA  : ADN mRNA : ARN messagers.
Les chiffres 50 et 30 correspondent aux sous-unités 50S et 30S des ribosomes bactériens. DHFA  : Acide
Dihydrofolique, THFA : Acide tétrahydrofolique, PABA : Acide para-amino benzoïque. TuyenLab – Atlas de
Microbiologie sur les antibiotiques (www.tuyenlab.net)
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I.A. Inhibition de la synthèse protéique

Les protéines représentent la machinerie cellulaire de toute bactérie. L’inhibition de leur

synthèse provoque un arrêt progressif de la croissance pouvant aller jusqu’à la mort

cellulaire.  Quatre  grandes  familles  d’antibiotiques  ont  pour  cible  la  machinerie  de

traduction,  e.g.  les  ribosomes :  les  aminosides,  les  tétracyclines,  les  macrolides  et

apparentés  et  les  phénicolés.  Ces  antibiotiques  inhibent  la  synthèse  protéique  en

bloquant l’activité des ribosomes mais le mécanisme d’action est différent pour chaque

famille. 

I.B. Déstabilisation de la paroi bactérienne

La  paroi  protège  la  bactérie  des  modifications  des  conditions  environnementales

(osmolarité,  température  etc.).  C’est  donc  un  composant  essentiel  au  maintien  de

l’intégrité de la bactérie dans des environnements hostiles. Les 2 principales familles

d’antibiotiques  ayant  pour  cible  la  paroi  bactérienne  sont  les  β-lactamines  et  les

glycopeptides. 

I.C. Inhibition de la synthèse d’acides nucléiques ou des processus liés à l’ADN

Atteindre l’intégrité du matériel génétique de la bactérie peut avoir des conséquences

létales pour celle-ci. Ceci peut se faire de différentes manières : empêcher la synthèse

d’acides nucléiques ou déstabiliser les processus liés à l’ADN. Le triméthoprime et les

sulfonamides vont empêcher la synthèse d’acides nucléiques car ils sont des analogues

structuraux de précurseurs des bases nucléiques : l’acide para-aminobenzoïque (PABA)

pour  les  sulfonamides  (Sköld  2000) et  l’acide  dihydrofolique  pour  le  triméthoprime

(Gleckman, Blagg, et Joubert 1981). Les quinolones vont quant à elles, cibler la gyrase et

la topoisomérase de type IV. Leur fixation sur ces molécules nécessaires à la réplication

va inhiber leur action (Hooper 2000). La rifampicine agit au niveau de l’ARN polymérase,
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en se fixant à la sous-unité β de l’ARN polymérase bactérienne, inhibant ainsi l’initiation

de la transcription (E. A. Campbell et al. 2001). 

II. Le revers de la médaille : l’apparition des résistances

Le miracle  des  antibiotiques  et  du  bénéfice  sur  la  santé  aura  été  de  courte  durée.

Seulement douze ans après la  découverte de la  pénicilline,  une enzyme bactérienne

capable  de  cliver  la  pénicilline  et  par  la  même  occasion,  l’inactiver  est  découverte

(Abraham et Chain 1940).  Cette mise en évidence d’une enzyme de résistance est la

première  parmi  une  longue  série  (Figure  3).  Seulement  trois  ans  après  la

commercialisation  de  la  pénicilline,  plusieurs  hôpitaux  décrivent  des  cas  cliniques

d’infections à des staphylocoques résistants à cette molécule (Barber Mary 1947; Barber

et Rozwadowska-Dowzenko 1948). Pour expliquer ces résistances, Fleming propose que

les bactéries sont capables de « s’éduquer » face aux antibiotiques. 
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Dans les années 50, le Japon subit une épidémie sévère de shigellose. Certains clones

bactériens étaient résistants aux sulfonamides mais aussi à trois autres antibiotiques

mis récemment sur le marché : la streptomycine, le chloramphénicol et la tétracycline.

Ces évènements ne pouvaient pas être simplement dus à des phénomènes de mutation

et  ont  poussé  les  scientifiques  à  comprendre  les  mécanismes  de  résistance  et  leur

acquisition.  Ils  vont  ainsi  mettre  en  évidence  la  capacité  d’échanges  de  matériel

génétique entre des bactéries, notamment entre Shigella et Escherichia coli (Akiba et al.

1960; Ochiai et al. 1959). Peu après la mise sur le marché d’un nouvel antibiotique, de
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Figure 3: Chronologie d’apparition des antibiotiques sur le marché et des résistances associées.

À droite, le nom des molécules en rouge foncé avec leur date de mise sur le marché. À gauche, 
l’apparition des résistance avec l’année (encadré orange). D’après les données de l’OMS. R : résistance
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nouvelles  résistances  apparaissent  (Figure  3),  augmentant  le  risque  d’échec

thérapeutique (Schmieder et Edwards 2011). 

De nombreux mécanismes permettent aux bactéries de lutter efficacement contre les

antibiotiques : l’inactivation de l’antibiotique, la modification ou protection de la cible,

le  remplacement  de  la  cible,  l’efflux  ou  augmentation  de  l’imperméabilité  à

l’antibiotique.  (Figure  4).  Ces  mécanismes  de  résistance  peuvent  apparaître  de

différentes  façons :  par  acquisition  de matériel  génétique étranger  via  des  supports

variés  (voir  Chapitre  1 :  Les  Éléments  Génétiques  Mobiles)  ou  par  mutations

ponctuelles au niveau de protéines permettant l’entrée de l’antibiotique dans la cellule

ou au niveau de pompes d’efflux. 
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Figure  4: Représentation schématique des différents mécanismes impliqués dans la résistance aux
antibiotiques

Les triangles rouges représentent l’antibiotique, les formes bleues, la cible de l’antibiotique. Adaptée de 
Grasso, Martino, et Alduina  2016
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Chapitre I. Les Éléments Génétiques Mobiles

I. Définition et diversité

Les  Éléments  Génétiques  Mobiles  (EGM)  sont  des  structures  composées  d'ADN

bactériens qui portent des gènes codant pour plusieurs types de protéines responsables

du mouvement de ces EGM au sein d'un génome mais parfois aussi entre bactéries (Frost

et  al.  2005).  Ces  EGM  sont  transmis  par  des  mécanismes  de  transferts  horizontaux,

principalement  par :  transformation  (incorporation  au  sein  d'une  cellule  dite

compétente  d'un  ADN  libre  circulant),  transduction  (via  un  bactériophage)  ou

conjugaison (transfert d'un élément conjugatif)(Figure 5). 
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Ces EGM sont très diversifiés :

i. Les plasmides. Les plasmides sont des molécules d'ADN extra-chromosomiques,

circulaires, linéaires ou intégrées dans le chromosome et capables de se répliquer

indépendamment  du  chromosome  (Lederberg  1998).  Ces  structures  sont

principalement  transmises  par  conjugaison.  Les  plasmides  conjugatifs  codent

pour la machinerie nécessaire à leur transfert. D’autres dits « mobilisables » ne
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Figure 5: Mécanismes de transferts horizontaux de gènes.

a. Transformation. L'ADN relargué par une bactérie donneuse peut être capté par une bactérie receveuse
naturellement  compétente  et  incorporé  à  son  propre  génome  par  recombinaison  homologue.  b.
Transduction. Une bactérie donneuse,  portant  un prophage en son chromosome ou infectée par  un
phage peut se voir emporter une partie de son génome, lors de l'assemblage des nouveaux virions. Ainsi
le nouveau phage peut aller transmettre ces séquences à une nouvelle bactérie, lors de son infection. c.
Conjugaison. Mécanisme de transfert impliquant un élément conjugatif et/ou mobilisable, qui va ainsi
transférer du nouveau matériel génétique à une bactérie receveuse lors de la conjugaison. Adaptée de
Furuya et Lowy 2006 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


peuvent pas être transférés par eux-mêmes mais seulement à l'aide d'un autre

plasmide  conjugatif.  Les  plasmides  participent  aussi  à  la  dissémination  de

nombreux  autres  EGM  (transposons,  intégrons).  Les  plasmides  sont  donc  des

acteurs majeurs des transferts de gènes et ils peuvent être transmis à la fois par

conjugaison ou par transformation.

ii. Les bactériophages. Les virus de bactéries ou bactériophages sont des particules

intracellulaires obligatoires. Ils s’appuient sur la machinerie cellulaire de la cellule

hôte afin d'effectuer les mécanismes moléculaires nécessaires à leur survie et à

leur  prolifération  (réplication,  transcription,  traduction).  Leur  génome  peut

s'intégrer dans le génome de l’hôte sous forme de prophage qui va se répliquer

au rythme de la  cellule hôte.  Sous des conditions particulières,  notamment le

stress antibiotique pour certains bactériophages (Ulrich et al. 2013), le prophage

peut s’exciser du génome et entamer un cycle lytique menant à l'excrétion de

nouveaux virions. Ces phages, de par leur intégration dans le génome, peuvent

être ainsi les vecteurs de nombreux gènes et, notamment des gènes de résistance

et de virulence. 

iii. Les  éléments  transposables. Ces  éléments  sont  constitués  de  façon  la  plus

simple d’une séquence d’insertion (IS) qui est une courte séquence d’ADN, codant

une transposase permettant la mobilité d’une IS (Varani et al. 2015). Ces IS sont la

base  de  structures  plus  complexes  telles  que  les  transposons  composites  qui

correspondent  à  deux  IS  fonctionnelles  pouvant  mobiliser  un  segment  d’ADN

entier ; ou les transposons unitaires se caractérisant par un ensemble de gènes

impliqués dans la mobilisation, le transfert et l’intégration de l’élément (D. Berg

et Howe 1989; Craig et al.  2002).  Les IS et les transposons sont des éléments

retrouvés  à  la  fois  chez  les  eucaryotes  et  chez  les  procaryotes.  (Voir  II.  Les

Séquences d'Insertions).
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iv. Les éléments conjugatifs et intégratifs (ICE) ou transposons conjugatifs. Ce

sont  des  éléments  chromosomiques  capables  de  s'exciser  du  chromosome,

d’induire  leur  transfert  par  conjugaison  et  leur  intégration  dans  le  génome

(Burrus et Waldor 2004; Darmon et Leach 2014). Ces éléments portent les gènes

nécessaires à la  machinerie de conjugaison,  par homologie avec les plasmides,

mais  ils  ne  sont  pas  capables  de  se  répliquer  de  façon  autonome,  d'où  leur

intégration nécessaire au sein du chromosome. Ces ICE sont connus pour être des

vecteurs  de la  dissémination  de l'antibiorésistance,  notamment l'ICE  SXT chez

Vibrio cholerae qui portent la résistance au chloramphénicol, au triméthoprime,

aux  sulfonamides  et  à  la  streptomycine  (Waldor,  Tschäpe,  et  Mekalanos  1996;

Hochhut et al. 2001)

v. Les intégrons. Cette structure particulière n’est pas mobile de façon autonome

mais  participe  grandement  à  la  plasticité  génomique.  Ces  intégrons  sont  des

plateformes d’acquisition et d’expression de gènes. Ces gènes se présentent sous

forme de cassettes que les intégrons mobilisent par leur intégrase et expriment

via un promoteur Pc (Gillings 2014). Les intégrons ne sont pas en eux-mêmes des

EGM et les intégrons dits « mobiles » sont le plus souvent portés par d'autres

EGM tels que les transposons (Hall 2007) ou les plasmides. 

vi. Les  îlots  génomiques. Ce  sont  des  segments  chromosomiques  acquis  par

transfert horizontal qui auraient un impact positif sur la physiologie de la bactérie

(Bellanger et al. 2014). Ils véhiculent des gènes qui vont permettre à son hôte de

s'adapter  à  une  niche  écologique  particulière  (Dobrindt  et  al.  2004).  Les  plus

connus sont SaPI chez  Staphylococcus aureus (Lindsay et al. 1998) et l'ilot SGI-1

chez Salmonella enterica Serovar Typhimurium DT104 (D. Boyd et al. 2001). 
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Tous ces EGM contribuent de différentes façons aux transferts horizontaux de gènes et

à la dissémination de gènes notamment impliqués dans la résistance aux antibiotiques

ou/et la virulence. Le phénomène de dissémination est accru par la capacité des EGM à

s'assembler (Figure 6).

II. Les séquences d’insertion

Les séquences d'insertion (IS) sont de courtes régions d'ADN qui incluent uniquement

les éléments nécessaires à leur mobilité. En plus d'être impliquées dans la mobilité de

nombreux  gènes,  ces  IS  sont  connues  pour  avoir  un  rôle  dans  l'optimisation  des

génomes,  la  modification  de  l'expression  de  certains  gènes  (par  inactivation  ou  par

activation)  mais  aussi  des  réarrangements  de  grandes  parties  de  génome  etc.  La
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Figure 6: Diversité des éléments génétiques mobiles

Diversité  des  EGM :  plasmides  conjugatif  (bleu),  transposon  (rose)  et  séquences  d’insertions  (violet),
intégron  (vert)  et  cassettes  (marron) ;  et  leur  capacité  à  s'imbriquer  telles  des  « poupées  russes ».
Adaptée de (Norman, Hansen, et Sørensen 2009)
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transposase, codée par les IS et responsable de la mobilité de ces éléments, appartient à

la classe fonctionnelle la plus abondante que ce soit chez les procaryotes ou chez les

eucaryotes (Aziz, Breitbart, et Edwards 2010).

II.A. Historique

La  toute  première IS  a  été  décrite  il  y  a  plus  de 40 ans.  Plusieurs  scientifiques  ont

remarqué  l'insertion  de  séquences  nucléotidiques  dans  de  nombreux  gènes,  comme

dans l'opéron lactose, au sein du prophage lambda (Fiandt, Szybalski, et Malamy 1972)

ou  encore  dans  l'opéron  galactose  (Fiandt,  Szybalski,  et  Malamy  1972;  H.  J.  Hirsch,

Saedler, et Starlinger 1972) chez  Escherichia coli. Plus tardivement, les études sur ces

nouveaux éléments mutationnels ont permis de montrer que les IS étaient des membres

à part du patrimoine génétique de E. coli. Cela a été démontré pour IS1 et IS2 qui sont

retrouvées au sein du chromosome de E. coli K-12 mais aussi sur le plasmide F que cette

souche porte (Saedler et Heiß 1973). Puis, cette découverte s’est étendue à d’autres IS

et d’autres plasmides  (Hu, Ohtsubo, et Davidson 1975). Ces éléments mobiles ont été

décrits  comme  étant  des  EGM  à  part  entière  et  comme  étant  impliqués  dans  la

transmission de l'antibiorésistance. Des IS ont été impliquées dans la transmission de la

résistance à la  streptomycine et au triméthoprime  (Barth  et  al.  1976),  à  l'ampicilline

(Hedges et Jacob 1974) et à d'autres pénicillines  (Heffron et al. 1975). Enfin, de façon

plus globale, de nouvelles études ont mis en évidence que deux copies d'une même IS

pouvaient  mobiliser  des  grandes  régions  d'ADN  (Arber  et  al.  1979;  So,  Heffron,  et

McCarthy  1979).  Ces  différents  travaux  ont  été  à  la  base  des  connaissances  sur  les

séquences d'insertion et ont permis de rendre compte de leur caractère ubiquitaire mais

aussi de leur impact dans le monde bactérien.

II.B. Structure

Les IS classiques sont des structures comprises entre 0,7 et 2,5 kilobases comprenant un

gène codant pour une transposase, encadré généralement de deux séquences inversées
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répétées  (IR)(Figure  7A).  La  transposase  catalyse  l'excision,  l'intégration  et/ou  la

réplication de l’élément. Les gènes de transposase peuvent être traduits dans plusieurs

cadres  impliquant  un  phénomène  de « Programmed  Ribosomal  Frameshifting »,  très

répandu dans certaines familles,  notamment la famille IS21.  Ce processus permet de

produire deux protéines de fonctions différentes à partir d'un même gène par décalage

de phase, effectué par le ribosome lors de la traduction(Chandler et al. 2015; Patricia

Siguier,  Gourbeyre,  et  Chandler  2014;  Sharma  et  al.  2011).  En  plus  du  gène  de

transposase,  certaines  IS  hébergent  divers  gènes  impliqués  dans  la  régulation  de  la

transposition  (ISNha5),  l'antibiorésistance  (ISCgl1)  ou  d'autres  fonctions  encore

inconnues  (ISSpo8)(Varani  et  al.  2015) Ces  IS  portant  des  gènes  « passagers »  sont

appelées  tIS  pour  « Transporter  IS »  (Figure 7B).  Il  existe  des  IS  dégénérées qui  ont

conservées  les  séquences  IR mais  dont  le  gène de la  transposase  est  tronqué ou  a

disparu. Ces éléments transposables mais non autonomes, nommés MITE pour Miniature

Inverted repeat Transposable Elements, peuvent porter des gènes passagers et ne sont

mobilisés qu'en  trans par une transposase reconnaissant les IR conservées  (Feschotte,

Zhang, et Wessler 2002; Correia, Inouye, et Inouye 1988).
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Les IS peuvent s'associer en structures plus complexes. L'association en tandem de deux

IS forme un transposon composite et représente l'une des associations les plus connues.

Ces éléments sont la plupart du temps un tandem d'IS identiques encadrant des gènes

codant  pour  un  panel  de  fonctions  variables  (Figure  7C).  Dans  la  littérature,  de

nombreux exemples sont décrits et des bases de données listent ces transposons et leur

contenu  (http://transposon.lstmed.ac.uk/tn-registry)(A.  P.  Roberts  et  al.  2008).  Un

transposon composite consiste en deux séquences d'insertions fonctionnelles entourant

une région de taille variable contenant des gènes variés. Par exemple, le Tn3411 est

formé  de  deux  copies  identiques  de  IS3411 (Famille  des  IS3)  encadrant  des  gènes

impliqués dans le métabolisme du citrate (Ishiguro et Sato 1988). D'autres exemples de

transposons impliqués dans la virulence (deux copies de IS100 qui entourent l'îlot de

pathogénicité  chez  Yersinia  pestis (McDonough  et  Hare  1997))  ou  dans
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Figure  7:  Représentation  schématique  des  séquences  d'insertion  et  de  leurs  différentes
organisations.

A. À gauche, séquence d'insertion au sens le plus simple et à droite, séquence d'insertion correspondant
aux familles des IS91,  ISCR et IS200/IS605.  B.  Séquence d'insertion de transport ou  tIS.  C.  Transposon
composite, une des deux copies d'IS peut être inactive ou différente de l'autre. D. Transposon unitaire de
la  famille  des  Tn3 et  apparentés.  Les  séquences  inversées  répétées  des  séquences  d’insertions  sont
représentées en vert, IRL : séquence inversée répétée gauche ; IRR : séquence inversée répétée droite ; et
peuvent contenir un palindrome pour la famille IS91, ISCR et IS200/IS605. Le gène de la transposase est
représentée en bleu clair, ainsi que tous gènes dont la fonction est impliquée dans la transposition. Les
gènes d’autres fonctions ou de fonctions inconnues sont représentés en gris.

http://transposon.lstmed.ac.uk/tn-registry)(Roberts
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l'antibiorésistance (Tn5091,  impliqué dans la mobilisation d'un gène de résistance au

triméthoprime par deux copies fonctionnelles d'IS26 (Sundström et al. 1995)) sont très

bien décrits dans la littérature. Il arrive que l'une des copies d'IS n'est plus fonctionnelle.

Ainsi, la transposase codée par l’élément fonctionnel va agir en cis et en trans. C'est le

cas  notamment  des  transposon  Tn10 et  Tn5 qui  codent  respectivement  pour  la

résistance à la tétracycline (Foster et al. 1981) et la résistance à la kanamycine ainsi qu'à

la streptomycine (D. E. Berg et Berg 1983). Le transposon Tn4401 qui contient le gène de

carbapénémase  blaKPC, implique  deux  IS  différentes,  ISKpn6 (Famille  des  IS1182)  et

ISKpn7 (Famille des IS21)(Thierry Naas et al. 2012). Les transposons de la famille des Tn3

et apparentés (appelés transposons unitaires) sont des structures complexes impliquant

non seulement le gène de la transposase mais aussi d'autres déterminants codant pour

la régulation de la transposition, pour un système de résolution pour la terminaison de

la transposition (Nicolas et al. 2015)(Figure 7D). De plus des gènes voir des opérons de

résistance,  de virulence  (Liebert,  Hall,  et  Summers 1999) ou même des intégrons de

classe 1 (Mazel 2006) peuvent être transférés avec cette seule et unique structure. 

Ces séquences d'insertions nous proposent un éventail de structures qui concourent à la

même fonction : la plasticité génomique et les échanges entre bactéries. 

II.C. Diversité

Comme  le  nombre  d'IS  est  important  et  qu'il  ne  cesse  d'augmenter,  ces  éléments

transposables  ont  été  classés  selon  plusieurs  critères :  (i)  la  taille  et  structure  des

séquences inversées répétées (IR) qui bordent l’élément, (ii)  la taille et la nature des

séquences  générées  après  l'insertion  de  l’élément  (iii)  l'organisation  des  différents

gènes présents, impliqués dans la transposition (iv) les séquences cibles reconnues par

la  transposase  (Mahillon et Chandler 1998).  La classification actuellement utilisée se

base sur la biochimie de la transposase qui définira ainsi le mécanisme moléculaire de

transposition.  Cinq  types  de  transposase  sont  définies  en  fonction  des  motifs
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catalytiques impliqués dans le clivage de l'ADN et le transfert de l’élément au sein de

l’ADN cible après intégration de l’élément : les enzymes DDE, DEDD, HUH, les tyrosines

et les sérines transposases. 

i. Les transposases de type DDE sont reconnaissables grâce à leur triade d'acides

aminés conservés (Mizuuchi et Baker 2002) : deux aspartates (D) et un glutamate

(E) qui sont impliqués dans les réactions biochimiques majeures du mécanisme de

transposition.  Ces  trois  résidus  vont  permettre  à  la  fois  l'utilisation  d'un

nucléophile  (OH)  pour  la  réaction  de  transfert  du  brin  donneur  vers  le  brin

receveur  mais  aussi  la  capture  d'ions  métalliques,  essentiels  à  la  réaction  de

transposition.  Les  transposases  DDE  sont  les  plus  nombreuses  au  sein  des

différentes familles d'IS. La biochimie de ces transposases DDE est la plus simple :

en effet, ces enzymes catalysent la réaction de clivage simple brin de l'ADN aux

extrémités de l’élément en reconnaissant les IR.  Cette réaction va générer un

simple  brin  flottant  avec  une  extrémité  3'OH  qui  va  agir  comme  élément

nucléophile pour l'attaque du brin receveur  (Varani et al. 2015). Le transfert du

brin  peut se faire  de différentes  façons,  provoquant ou  non  la  duplication  de

l'élément (Curcio et Derbyshire 2003; Turlan et Chandler 2000). 

ii. Les enzymes DEDD, quant à elles, ne concernent que la famille des IS110. Elles

sont proches, d'un point de vue structural, des transposases de type DDE car les

acides aminés impliqués dans le mécanisme de transposition sont sensiblement

les  mêmes :  un  aspartate  (D),  un  glutamate  (E)  et  deux  aspartates  (DD).  Leur

homologie avec les résolvases de type RuvC suggère qu’elles sont capables de

créer des jonctions de Holliday au moment de la résolution. Leur mécanisme de

transposition est sans doute proche des transposases de type DDE de par leur

site catalytique mais l'ensemble des réactions impliquées dans le processus de

transposition reste,  à ce jour,  à déterminer.  De plus, elles ne génèrent pas de
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duplication du site cible lors de leur intégration dans l'ADN receveur  (Bruton et

Chater 1987; Henderson, Lydiate, et Hopwood 1989).

iii. Les transposases HUH comprennent deux résidus d'histidines (H) entourant un

acide aminé hydrophobe U. De plus, elles possèdent un motif Y1 ou Y2, un ou

deux résidus tyrosine qui vont cliver l'ADN puis former une liaison covalente avec

l'OH libéré, appelé nucléophile. Les résidus HUH sont impliqués dans la fixation

d'un  ion  métallique  divalent  comme  co-facteur  de la  réaction  (Alison  Burgess

Hickman et al. 2002; Guasch et al. 2003).

iv. Les transposases à  sérine ne sont retrouvées que dans une seule  famille  d'IS,

IS607 (Kersulyte et al. 2000) et possèdent des déterminants catalytiques proches

des  résolvases  et  invertases  à  sérine  (Grindley,  Whiteson,  et  Rice  2006).  Ces

transposases ne présentent pas de spécificité de séquence (Kersulyte et al. 2004)

contrairement à l'intégrase du transposon conjugatif (ICE) Tn5397 (Wang, Smith,

et Mullany 2006). Ces transposases utilisent une sérine pour générer un lien 5'

phosphosérine entre la transposase et l'ADN receveur clivé par un groupement

arginine,  présent  sur  la  transposase  (Keenholtz  et  al.  2011,  2013).  Cette

transposition fait intervenir un intermédiaire circulaire et ne nécessite pas d'ions

métalliques ou de co-facteur (Alison B. Hickman et Dyda 2015).

v. Les  transposase  à  tyrosine  sont  surtout  retrouvées  chez  les  transposons

conjugatifs ou ICE. Ces enzymes sont proches des recombinases à tyrosine à la

fois d'un point de vue mécanistique comme d'un point de vue structural (Grindley,

Whiteson, et Rice 2006; Alison Burgess Hickman et al.  1997; Kwon et al. 1997)

comme la protéine Cre  (van Duyne 2015).  Ces transposases utilisent un résidu

tyrosine  pour  attaquer  le  brin  d'ADN  receveur  clivé  et  forme  un  lien  3'

phosphotyrosine,  à  l'inverse  des  autres  transposases  (qui  forment  un  lien  5'

phospho-transposase).  Cette  transposition  fait  intervenir  un  intermédiaire
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circulaire par recombinaison entre les deux extrémités attL-attP du transposon

conjugatif (Alison B. Hickman et Dyda 2015). 

De part ces critères : les bordures de l’élément, la génération ou non d'une duplication

de séquence à l'intégration, les IS ont été classées en familles. La figure 8 représente la

distribution des familles d'IS en fonction de la biochimie de la transposase et le nombre

de membres par famille (Figure 8). 

III. Impact des IS chez les procaryotes

Les IS ont longtemps été considérées comme des séquences parasites, interrompant des

gènes et envahissant les génomes. Il a été montré plus tardivement que les IS jouent un

rôle important dans la plasticité génomique et dans la dynamique de l'expression de
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Figure 8: Distribution des familles d’IS retrouvées dans la base de données ISfinder  (P. Siguier et al.
2006). 

Les histogrammes représentent le nombre d’IS par famille (données de Juin 2013). Les sous groupes de
chaque famille  sont représentés dans les boîtes verticales Les différents types de transposases sont
représentées :  DDE  (bleu),  DEDD  (vert),  HUH  (rouge),  les  transposases  à  sérine  (orange)  et  non
déterminées (violet). Adaptée de Patricia Siguier, Gourbeyre, et Chandler 2014
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certains opérons ou gènes. Inévitablement, ces éléments transposables sont donc des

acteurs majeurs de l'évolution et de l'adaptation chez les bactéries. 

III.A. Mobilisation de gènes et de segments d'ADN

Le succès de la dissémination de l'antibiorésistance réside dans la capacité des éléments

génétiques mobiles à transporter et à transférer les déterminants de la résistance. Il

semblerait néanmoins que cette « spécialisation » dans le transport de gènes soit plus

marquée chez certains éléments transposables. Certaines IS sont présentes en très fort

nombre de copies et notamment dans des régions riches en gènes de résistance et/ou

de virulence. C'est le cas de IS26 (Partridge 2011), qui en plus d'avoir la capacité à capter

des régions de multirésistance, peut récupérer un gène adjacent pour former une unité

simple de transposition avec une seule copie, telle une tIS (Christopher J. Harmer et Hall

2015). Le transposon Tn10, flanqué de deux copies de IS10, a été le premier transposon

décrit comme étant un véhicule de l'antibiorésistance (Kleckner et al. 1975). Des auteurs

proposent néanmoins l'émergence de mutations au sein d'une des deux copies d'IS d'un

transposon, favorisant ainsi  la transposition de la structure complète en  trans,  plutôt

qu'en  cis (e.g. l'IS uniquement)(Vandecraen et al. 2017). L'acquisition de gènes au sein

même de l'IS,  formant ainsi  une  tIS,  constitue donc un autre moyen de véhiculer les

gènes.  Si  le  mécanisme de capture du gène reste à déterminer,  certaines IS  se sont

spécialisées dans ce type de transport comme IS911 (Prère, Chandler, et Fayet 1990) ou

encore IS102 (Machida, Machida, et Ohtsubo 1982). Certaines IS ont aussi développé la

capacité  à  reconnaître  une  seconde  IR  au-delà  de  l’élément,  leur  permettant  de

mobiliser un segment supplémentaire lors de la transposition. C'est notamment le cas

de ISEcp1,  membre  de  la  famille  des  IS1380,  qui  possède  une  IRalt (alternative)  lui

permettant  d’emporter  des  gènes  codant  pour différentes  fonctions  et  notamment,

codant pour des  β-lactamases de type CTX-M  (Poirel,  Decousser,  et  Nordmann 2003;

Poirel  et  al.  2005;  Lartigue  et  al.  2006).  D'autres  IS,  comme  la  famille  des  ISCR
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transposeraient par réplication d'un segment d'ADN comprenant l'élément ainsi qu'une

région adjacente à celui-ci (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). Ce mécanisme sera

détaillé dans le Chapitre II : Les ISCR. 

IS6100,  de  la  famille  des  IS6,  possède la  capacité  particulière  d'inverser  de  grandes

régions du chromosome lors de sa réplication. Cela a notamment été décrit lors de la

transposition de IS6100 chez des isolats de Pseudomonas aeruginosa chez des patients

atteint de mucoviscidose (Coyne, Courvalin, et Galimand 2010). La transposase va médier

la réaction de clivage à la région 3' de l'IS, libérant un groupement OH' qui va attaquer le

phosphate en 5' au sein de la séquence d'ADN réceptrice, clivée aussi par la transposase.

La réplication de l'élément va résoudre une structure formant un co-intégrat, menant à

la  duplication de l'élément IS6100 (Chandler et Mahillon 2002) et à l'inversion de la

séquence  chromosomique.  Ces  événements  vont  donc  avoir  des  conséquences  sur

l'orientation des gènes et donc sur leur expression. 

III.B. Expansion, élimination et rationalisation des génomes

De nombreuses études ont montré que des génomes de certaines bactéries ont connu

un envahissement d'IS, appelé expansion et que cela semblerait être la première étape

dans la réduction et l'optimisation des génomes  (Moran et Plague 2004; Touchon et

Rocha 2007).  Certains auteurs ont remarqué que cette expansion était  possiblement

influencée par le mode de vie de la bactérie et ce phénomène est assez flagrant dans le

cadre d'endosymbiose (Gil García et al. 2008; Plague et al. 2008)(Figure 9ii). L'expansion

d'IS dans les génomes conduit à des recombinaisons intrachromosomiques résultant en

la réduction du génome (Andersson et Andersson 1999; Lawrence, Hendrix, et Casjens

2001)(Figure  9iii-iv)  et  en  l'élimination  complète  ou  partielle  de  ces  IS  qui  ont

proliférées.  Ce  phénomène  peut  engendrer  la  symbiose  entre  deux  organismes  en

favorisant la dépendance de la bactérie à son hôte par l'élimination de gènes essentiels

à sa survie à l'extérieur de son hôte (Bordenstein et Reznikoff 2005). Ainsi, un des rôles
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des IS, autre que la mobilisation de gènes, serait de faciliter la délétion de l'ADN (Patricia

Siguier,  Gourbeyre, et Chandler 2014). Certaines IS seraient spécialisées dans ce type

d'expansion et de rationalisation (T. Naas et al. 1994, 1995).

III.C. Choix de la cible

L'impact des IS sur la plasticité du génome n'est pas uniquement dépendant du niveau

d'expression  et  d'activité  de  la  transposase  mais  aussi  du  site  cible  reconnu  par  la

protéine pour l'intégration dans l'ADN receveur. 

La spécificité pour une séquence cible n'est pas une caractéristique universelle des IS. En

effet, certaines IS peuvent s'insérer de façon complètement aléatoire dans le génome. A

cause  de  cette  faculté,  nombreuses  IS  sont  finement  régulées  afin  d'éviter  toute

invasion non contrôlée de l'ADN hôte et ainsi mener à la mort cellulaire. Certaines IS ont

des affinités pour des séquences précises. C'est le cas des IS200/IS605 qui reconnaissent

en 3' un tétra ou pentanucléotide  (Ton-Hoang et al. 2010), et celles de la famille des

IS630 qui reconnaissent un TA (Feng et Colloms 2007). D'autres IS ont une affinité pour

des régions riches en AT (Famille des IS1)(Meyer, Iida, et Arber 1980) ou en GC (IS186)

Claire LALLEMENT | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 42

Figure 9: Rationalisation du génome par expansion et élimination des séquences d'insertions. 

Ce schéma décrit la relation de cause-effet entre l'optimisation du génome qui concourt à l'augmentation
de la dépendance à l'hôte. (i) La souche ancestrale possède peu d'IS. Ces IS peuvent être acquises par
transfert horizontal. (ii) Par le phénomène « entonnoir », la population subit une expansion d'IS au sein de
l'hôte. Parallèlement à cet événement, surviennent des mutations, des réarrangements chromosomiques
qui  peuvent prendre la forme de recombinaison homologue et la  formation de pseudogènes.  (iii)  En
absence de sélection,  les  IS sont  vouées à disparaître.  (iv)  Puis  par  formation de fragments  d'IS,  ces
remnants  vont  être  éliminés.  (v)  Génome épuré,  complètement  optimisé  à  l'hôte/  à  l’environnement.
Adaptée de Patricia Siguier, Gourbeyre, et Chandler 2014
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(Sengstag et al. 1986). Il faut de plus, noter que les séquences d’insertion vont s’intégrer

avec une fréquence plus importante sur des plasmides mobilisables et conjugatifs que

sur les  chromosomes bactériens  (Varani et al. 2015). Comme les IS ont naturellement

plus d'affinité pour la fourche de réplication  (Ton-Hoang et al. 2010), cela expliquerait

leur penchant tout particulier pour les plasmides à fort nombre de copies.

L'orientation  topologique de l'ADN ou  des  structures  secondaires  peut  être  aussi  la

source d'attractivité pour certaines IS. En effet, les IS1111 (sous-groupe de la famille des

IS110) ont une affinité particulière pour des structures tige-boucle telles que les sites

attC des  intégrons  (Tetu  et  Holmes  2008;  Post  et  Hall  2009).  De  plus,  certaines  IS

nécessitent  une  topologie  particulière  de  l’ADN.  La  protéine  H-NS  est  notamment

impliquée dans la topologie de l’ADN et les IS903 ainsi que le Tn10 voient leur fréquence

d'intégration dans le chromosome chuter en absence de celle-ci (Swingle et al. 2004). 

III.D. Interruption de gènes

L'un des effets principaux de l'intégration aléatoire ou à site spécifique de ces IS est

l'interruption  de  gènes,  ayant  pour  conséquence  l'émergence  ou  la  disparition  de

certaines capacités métaboliques. Cette interruption peut être causée par l'insertion de

l'IS au sein du gène ou au sein de la région promotrice, stoppant ainsi l'expression du

gène (Figure 10). Il faut tout de même noter que cette capacité à interrompre un gène

se fait aléatoirement et indépendamment de la famille, de la biochimie de transposition

et de l’affinité pour des sites cibles. 
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III.D.1. Modulation de la résistance aux antibiotiques (ATB) ou aux 
xénobiotiques

De façon intéressante, l'insertion des IS dans des gènes peut conduire de différentes

façons à une modification du phénotype de résistance aux antibiotiques :

i. par  inactivation  de  certaines  porines.  Ce  phénomène  va  contribuer  à

l'augmentation de l'imperméabilité à l'antibiotique ou au xénobiotique et ainsi, à

la résistance. Le premier exemple est la porine  OprD, connue pour transporter

l'imipénème  dans  la  cellule  (Yoneyama,  Yoshihara,  et  Nakae  1992) chez

Pseudomonas  aeruginosa.  Le  gène  qui  code  pour  cette  porine  peut  être

interrompu par une ISPa1328 de la famille des IS256 (Wolter, Hanson, et Lister

2004; Al-Bayssari et al. 2015) ou encore par ISPa45 de la famille des IS4 (Rojo-
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Figure 10: Effets possibles de l'insertion d'une IS. 

Différents moyens d’une IS (bleu et jaune) pour impacter la fonction d’un gène X (vert) (a) par insertion au

sein de la séquence codante du gène X de l'hôte ou (b) par inactivation de la région promotrice du gène X.

Adaptée de Vandecraen et al. 2017
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Bezares  et  al.  2014). Cet  événement  va  mener  à  augmentation  de

l'imperméabilité aux carbapénèmes et par conséquent, une augmentation de la

résistance  à  ces  molécules.  Nombreux  autres  exemples  existent  tels  que

l'inactivation du gène carO, codant pour une porine, par l'insertion de ISAba125

ou  ISAba825 chez  Acinetobacter  baumannii augmentant  ainsi  la  résistance aux

carbapénèmes (Mussi, Limansky, et Viale 2005) ou l'inactivation du gène ompK36

par  IS26 chez  Klebsiella  pneumoniae (Hernández-Allés  et  al.  1999).  À  l'inverse,

l'intégration  d'IS  peut concourir  à  une hypersensibilité,  ce  qui  est  le  cas  pour

l'insertion d'une IS30 dans le gène  acrB,  empêchant la formation de la pompe

d'efflux  tripartite  AcrAB-TolC  chez  Escherichia  coli (Kobayashi,  Tsukagoshi,  et

Aono 2001).

ii.  par modification de la cible ou de la synthèse de celle-ci. Si la cible disparaît ou

est  modifiée,  l'antibiotique n’aura  peu  voire  aucun  effet  sur  la  bactérie.  C'est

notamment le cas de l'inactivation de la voie de synthèse du lipide A par l'ISAbaII

et  la  famille  des  IS701 chez  Acinetobacter  baumannii augmentant  ainsi  la

résistance  à  la  colistine  (Moffatt  et  al.  2011).  Chez  Staphylococcus  aureus,

l'intégration de IS1182 ou de IS256 va interrompre le gène lytH (biogenèse de la

paroi  bactérienne)  et  le  gène  tcaA (protéine  de  la  membrane),  induisant  une

résistance  amplifiée  à  la  méthicilline  (Fujimura  et  Murakami  2008) et  aux

glycopeptides (Maki et al. 2004) respectivement. 

iii. par  inactivation  des  voies  de  régulation.  L'inactivation  des  facteurs  de

régulations va moduler l'expression de différents déterminants de la résistance.

Chez  Pseudomonas  aeruginosa,  l'insertion  de  IS21 au  sein  du  gène  mexR va

engendrer la dérépression constitutive de l'opéron  mexAB-oprM qui  code pour

une  pompe  d’efflux. Par  conséquent,  l'augmentation  du  nombre  de  pompes

d'efflux  MexAB-OprM  va  mener  à  une  résistance  accrue  aux  β-lactamines
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(Boutoille et al. 2004). Chez  Staphylococcus haemolyticus, l'insertion de IS431 au

sein  du  gène  mecI provoque  l'apparition  d'une  résistance  hétérogène  à  la

méthicilline  (Katayama,  Ito,  et  Hiramatsu 2001).  Chez  Cupriavidus  metallidurans

AE126,  l'inactivation  d'un  anti-sigma  CnrY  ou  d'une  protéine  senseur  CnrX

augmentent l'expression de l'opéron  cnrCBAT codant pour des pompes d'efflux

ce qui va permettre un efflux plus important du zinc  (Collard et al. 1993; Grass,

Große, et Nies 2000; Vandecraen et al. 2016). L'inactivation par insertion dans le

gène mgrB gene chez Klebsiella pneumoniae  (ISKpn26, ISKpn14 et ISKpn13) ou K.

oxytoca (ISKpn14)(Cannatelli  et  al.  2014;  Jayol  et  al.  2015;  Poirel  et  al.  2015)

augmente la résistance à la colistine. Chez  Enterococcus faecium, les séquences

d'insertion  ISEfm1 (D.  A.  Boyd  et  al.  2000;  Perichon  et  al.  2000) et  ISEfa4

(Depardieu, Reynolds, et Courvalin 2003) interrompent respectivement le gène

ddl et vanSD, augmentant la résistance de ce germe aux glycopeptides. 

III.D.2. Modulation de la virulence

À côté des gènes impliqués dans l'antibiorésistance, l'insertion d’IS dans d'autres types

de gènes, notamment dans les gènes de virulence peut rendre rapidement une bactérie

pathogène endémique et plus virulente via différents mécanismes :

i. La  modulation  de  la  production  de  biofilm,  notamment  chez  Staphylococcus

epidermidis. L’insertion de IS256 au sein du locus icaADBC, connu comme étant un

marqueur  de  virulence  (Arciola  et  al.  2004),  va  avoir  pour  conséquence  une

modification  de  la  production  de  biofilm  et  de  sa  structure  tridimensionnelle

(Ziebuhr et al. 1999; Arciola et al. 2004). 

ii. La modulation de la production des facteurs de virulence par l’insertion de IS256

chez Staphylococcus aureus. L’insertion de cette IS dans le gène régulateur rot va
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engendrer une dérépression de l’expression des gènes de toxines et augmenter

la virulence (Geisinger et al. 2006; Boisset et al. 2007). 

À l'inverse, de nombreux exemples dans la littérature ont montré la capacité de ces IS à

diminuer ou à éteindre complètement le caractère pathogène d’une bactérie. C’est le

cas  de  IS256 qui  peut  provoquer  l’inactivation  de  la  fonction  de  gélatinase  chez

Enterococcus faecalis et engendrer la perte de la capacité à former du biofilm (Perez et

al. 2015). D’autres éléments peuvent inactiver des facteurs de virulence précis, comme

IS1515 qui  inactive  le  gène  ply qui  code  pour  la  pneumolyse  chez  Streptococcus

pneumoniae (Garnier et al. 2007) ou encore ISRso4 qui inactive le gène phcA (régulateur

global de la virulence) chez Ralstonnia solanacearum (Jeong et Timmis 2000).

III.D.3. Modulation du métabolisme

L'insertion  d’IS  peut  aussi  mener  à  la  modification  du  métabolisme  secondaire  ou

primaire. Chez Pseudomonas stutzeri, l'insertion d'IS de la famille de ISL3 peut inactiver

la capacité de la bactérie à se développer sur des composés aromatiques (Bolognese et

al.  1999;  Christie-Oleza  et  al.  2008).  Chez  la  bactérie  fermentaire  Lactobacillus

delbrueckii,  il  a  été  observé  une  insertion  d'une  IS  dans  l'opéron  lac menant  à

l'expression  constitutive  de  celui-ci.  Dans  le  cadre  de  la  production  de  métabolites

secondaires, chez Lactobacillus sakei, l'insertion de IS1520 (membre de la famille des IS3)

inactive la production de la protéine lactocine S, bactériocine appartenant à la famille

des  lantibiotiques  (Morten  Skaugen  et  Nes  2000;  M.  Skaugen  et  Nes  1994).  Enfin,

certaines souches de Shigella sp. ont perdu leur capacité de production de l'indole suite

à l'interruption de l'opéron tna (Rezwan, Lan, et Reeves 2004).

III.D.4. Contribution des éléments IS à l'expression des gènes

Certaines séquences d'insertion portent en leur extrémité 3' un promoteur appelé POUT

pour  « outward-oriented  promoters »  qui  est  soit  complet,  c’est-à-dire  possédant  un
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élément -35 et un élément -10, soit contient juste une séquence -35 (Figure 11). Ces

séquences peuvent contribuer aux gènes en aval à l'aide d'un promoteur complet ou

apporter un gain au promoteur déjà pré-existant du gène suivant. Certains cas décrivent

même une optimisation du promoteur originel  du gène en diminuant/augmentant la

distance entre les deux boîtes potentielles -35 et -10 rendant ainsi fonctionnelle une

séquence  promotrice  putative  (Hawley  et  McClure  1983).  Dans  de  nombreux  cas,

l'insertion d'une IS  portant un POUT permet l'expression de gènes en aval  auparavant

silencieux.  Certaines  IS  possèdent  un  hexamère  -10  en  5'  dirigé  vers  l'extérieur  de

l'élément et une boîte -35 en 3', toujours dirigée vers l'extérieur de l’élément. Lors de

leur excision et de leur circularisation, les deux boîtes ainsi rapprochées vont créer un

promoteur  hybride  et  augmenter  l'expression  de  la  transposase  pour  favoriser  son

intégration dans le  génome receveur  (Mahillon  et  Chandler  1998;  Prudhomme et  al.

2002; Szeverényi et al. 2003).

i. Promoteur complet.  Plusieurs  cas  ont  été  décrits  dans  la  littérature,  relatant

l’utilisation d’un promoteur POUT complet, pour l’expression de gènes en aval de

l’IS. L’utilisation d’un POUT a été décrite pour l’expression : 

• gènes  de  résistance  à  différents  antibiotiques : β-lactamines  (dont  les

carbapénèmes)(Lartigue et al. 2006), aminosides (Jun-ichi Wachino et al. 2006),

5-nitroimidazole  (Sóki  et  al.  2006),  fluoroquinolones  (Olliver et al.  2005) et

tétracycline  (Simpson,  Skurray,  et  Firth  2000).  Les régions  promotrices POUT

étaient amenées par des IS de différentes familles (IS1380, IS3, IS4, IS6 etc.). 

• de gènes  de métabolisme :  gènes  de la  biosynthèse de l'arginine  (Charlier,

Piette, et Glansdorff 1982) et de l'histidine (A. Wang et Roth 1988) mais aussi

ceux impliqués dans l'utilisation du citrate (Blount et al. 2012) ou de l'acétate

(Treves, Manning, et Adams 1998). 
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• de gènes de virulence, IS481a participerait à la surexpression d'une protéine

effectrice  cytotoxique  (type  III)  chez  Bordetella  pertussis (Han  et  al.  2011).

L’insertion  de  ISPst4 favoriserait  l'expression  du  gène  oriV et  ainsi,

augmenterait  le  nombre  de  copies  de  plasmides  pUC  chez  Pseudomonas

stutzeri (Coleman et al. 2014). 

ii. Promoteur hybride. L'apport d'un promoteur dit hybride repose sur une séquence -35 
souvent canonique apportée par l’IS et qui va s’additionner à une séquence -10 native. 
Lors de l’insertion de l’IS, ce nouveau promoteur hybride (élément -35 de l’IS et élément -
10 natif) sera plus efficient pour le recrutement de l’ARN polymérase. De nombreux gènes
de résistance aux antibiotiques sont concernés: résistance aux aminosides (aac(6’)-Ij) 
(Rudant, Courvalin, et Lambert 1998), aux fluoroquinolones (acrEF) (Jellen-Ritter et Kern 
2001), à la méthicilline (mecA) (Couto et al. 2003), etc. Des gènes d'autres fonctions tirent
avantage de cette contribution, notamment le métabolisme, permettant à des bactéries 
une utilisation constitutive du lactose (Wood et al., 1991), le transport du citrate (Felipe et 

al. 1996) ou encore la production de lactate (Bongers et al. 2003). 
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Figure 11: Activation de l'expression des gènes par l'insertion d'une IS

La séquence d'insertion peut soit apporter un promoteur complet appelé POUT ou apporter un élément -35
pour la création d'un promoteur hybride et optimiser l'expression des gènes en aval. La séquence codante
du gène en aval (vert), sa région promotrice (rouge) et son +1 de transcription (jaune) peuvent être 
influencées par l’insertion d’une IS portant un promoteur dirigé vers l’extérieur (bleu) complet ou non. 
Adaptée de Vandecraen et al. 2017 
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Chapitre II. Les ISCR

Depuis  quelques  années,  une  famille  d'IS  est  de  plus  en  plus  mentionnée  dans  la

littérature  comme élément prédominant dans la résistance aux antibiotiques et au sein

de plasmides endémiques de résistance. Cette famille, appelée ISCR, reste encore très

peu caractérisée malgré le nombre croissant de publications la mentionnant.

I. Historique 

La  première  description  des  ISCR a  été  publiée  dans  les  années  1990  quand  une

séquence de 2154 pb a été trouvée en 3' d'intégrons de classe 1, In6 et In7 (Stokes et al.

1993). Une des particularités était la duplication de la région 3' conservée des intégrons

de classe 1, les 2 copies encadrant un ou plusieurs gènes de résistance qui n’étaient pas

des cassettes d’intégrons de par l’absence de site attC (Valentine et al. 1994). Une autre

séquence, de fonction inconnue a été retrouvée associée à ces gènes de résistance, et

ce,  dans  les  deux  intégrons.  (Stokes  et  al.  1993)(Figure  12).  Cette  séquence  a  été

nommée CR pour « Common Region » car la séquence était conservée avec une orf de

341 pb, suivi des gène de résistances.
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Figure  12:  Représentation  schématique  de  l'environnement  génétique  de  ISCR1  lors  de  sa
découverte au sein des intégrons In6 et In7. 

Les  intégrons  de classe  1  In6  (Numéro d’Accession  L06822 et AJ517791)  et  In7 (Numéro d’Accesion
L06418)  contiennent  une  cassette  de  résistance  aux  aminosides  (blanc)  codée  par  aadA2 et  aadB
respectivement. La région 3’ conservée de ces intégrons contient une fusion de gène qacE1Δsul1sul1 (en deux
teintes de gris)  et s’est retrouvée dupliquée dans ce contexte.  Cette duplication encadre un gène de
fonction inconnue, orf341 (jaune) qui correspond à la région CR, et un gène de résistance sans site attC :
le gène catA2 (vert) pour In6 et le gène dfrA10 (rouge) pour In7. Adaptée de M. A. Toleman, Bennett, et
Walsh 2006
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Dans les années 1990, ces séquences CR étaient très rares dans la GenBank. En effet, en

1993, une seule séquence existait en plus que celle décrite en aval des intégrons In6 et

In7.  Cette  séquence  supplémentaire était  présente  sur  un  plasmide  du  groupe

d’incompatibilité IncQ  (Stokes et al. 1993). Par la suite, de plus en plus de CR ont été

identifiées,  uniquement  chez  des  bactéries  à  Gram  négatif  d'importance  clinique

(Arduino et al. 2003). Les CR1 ont été mal annotées au départ, avec un cadre ouvert de

lecture de 341 codons. Cette erreur a ensuite été corrigée et les CR1 ont été désignés

orf513 (Partridge  et  Hall  2003).  Les  CR1,  également  appelées  orf513 semblent  être

présentes  à  la  fois  sur  le  chromosome  mais  aussi  sur  les  plasmides  et  ne  sont  pas

spécifiques d'une zone géographique particulière  (M.  A.  Toleman,  Bennett,  et  Walsh

2006).  Les  CR1  ont  été  quasi  exclusivement  retrouvées  associées  à  des  gènes  de

résistance, qui provenaient notamment de bactéries environnementales (Arduino et al.

2002; Montserrat Sabaté et al. 2002; Villa et Carattoli 2005) Ceci n’était pas le cas pour

d'autres CR décrites : CR2  (Cloeckaert et al. 2000) puis CR3  (D. Boyd et al. 2001). Ces

éléments ont été ensuite identifiés comme étant apparentés aux membres de la famille

IS91, de  par  leur  structure  et  les  domaines  catalytiques  de  leur  transposase  (M.  A.

Toleman, Bennett, et Walsh 2006). Grâce à ces données, Levings et al. ont renommé en

2008 le gène de la transposase rcr à cause de son mécanisme supposé de transposition

par  réplication  par  cercle-roulant  et  par  homologie  aux  protéines  Rep  qui  sont

impliquées dans la réplication de certains phages et plasmides (Levings et al. 2007). Puis,

les éléments CR ont été renommés ISCR car ils présentent une structure proche des IS.

Par la suite, des nouveaux membres ont été identifiés : ISCR8 (Davis et al. 2000), ISCR4

(Poirel et al. 2004) puis ISCR9 et 10 (Mark A. Toleman et al. 2007), ISCR5 (H. Li, Walsh, et

Toleman 2009, 5), ISCR14 , ISCR16 (M. A. Toleman et Walsh 2008), ISCR19 (T. Naas et al.

2008),  ISCR6 (Coyne,  Courvalin,  et  Galimand  2010),  ISCR20 (Bercot  et  al.  2010) et

ISCR22/23 (K. M. Schleinitz, Vallaeys, et Kleinsteuber 2010), ISCR21 (Poirel et al. 2012) et
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ISCR27 (M.  A.  Toleman  et  al.  2012),  ISCR19-like  (Pollini  et  al.  2013) et  enfin,  ISCR24

(Mataseje et al. 2016) (Figure 13). Malgré la mise en évidence de  nombreux membres,

aucune étude de leur mobilité et de l’expression du gène rcr n’a été publiée. 

II. Structure 

Par homologie aux IS (voir Chapitre I : Les EGM 1.2 Structure), les ISCR sont constituées

à minima d'un cadre ouvert de lecture codant une transposase de type HUH et de deux

éléments  oriIS  et  terIS,  qui  sont respectivement l'origine de réplication et le site  de

terminaison de la réplication de l'élément (Figure 14).

Claire LALLEMENT | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 52

Figure 13: Chronologie de la découverte des différents éléments ISCR

Représentation  graphique  de  la  découverte  des  différents  membres  de  la  famille  des  ISCR.  Les
publications correspondantes sont dans le texte. 
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II.A. La transposase RCR

Le gène rcr code une transposase de type HUH proche de celle codée par les membres

de la famille IS91 (M. Pilar Garcillán-Barcia et al. 2002) mais aussi proche des protéines

Rep de  Staphylococcus aureus, des protéines de réplication comme celle du coliphage

ΦX174 X174 (M V Mendiola et de la Cruz 1992), et des relaxases des plasmides conjugatifs F

et R388  (María  Pilar  Garcillán-Barcia,  Francia,  et  de La Cruz  2009). Cette transposase

possède une triade de résidus catalytiques HUH, composée de deux résidus histidines

encadrant un acide aminé hydrophobe. Ce domaine est impliqué dans la fixation d'un ion

métallique indispensable au mécanisme réactionnel (Chandler et al. 2013). L'alignement

des protéines RCR des ISCR a montré que le domaine HUH était constitué d'un tandem

d'histidines entourant soit une tyrosine (Y) pour RCR1 ou d'une phénylalanine (F) pour

ISCR2,  ISCR3, ISCR4 et ISCR5 (Figure 15)(M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). Les

transposases  RCR  possèdent  aussi  un  domaine  catalytique  composé  d’une  ou  deux

tyrosines encadrant trois autres résidus. Ce domaine permet aux  transposases de cette

famille d’effectuer le clivage simple brin de l'ADN  (Chandler et al.  2013). Il  en existe

deux types de transposases HUH : les transposases Y1 et Y2.

i. Y2. Ce  domaine  catalytique  possède  deux  tyrosines.  Il  est  trouvé  chez  les

protéines  Rep  de  certains  phages  (Odegrip  et  Haggård-Ljungquist  2001),  les
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Figure 14: Représentation schématique d'un élément ISCR

L'élément ISCR comprend la région 1 appelée région  terIS, la  séquence codante de la transposase  rcr
(violet) et la région 2 appelée, région  oriIS. La région  terIS comprend le motif en structure tige-boucle
terIS, terminateur de la réplication, et la séquence promotrice de la transposase. La région oriIS comprend
le motif oriIS possédant une structure tige-boucle, qui correspond à l'origine de réplication de l'élément.
L'environnement génétique en amont et en aval des membres de la famille ISCR est représenté par des
flèches grises. 
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hélitrons (Kapitonov et Jurka 2001) et les transposases de la famille IS91 (M. Pilar

Garcillán-Barcia  et  al.  2002).  Le  fait  qu’il  y  ait  deux  tyrosines  permet  le

recrutement d’un monomère de transposase (voir 3. Mécanisme de transposition

des transposases HUH )

ii. Y1. Ce domaine possède une seule tyrosine (Y1) comme ceux retrouvés chez les

protéines Rep de plasmides  (Gruss et Ehrlich 1989), certains virus d'eucaryotes

(Rosario, Duffy, et Breitbart 2012), la famille IS200/IS605  (Ronning et al. 2005) et

les  ISCR (M.  A.  Toleman,  Bennett,  et  Walsh  2006).  La  présence  d’une  seule

tyrosine va avoir pour conséquence le recrutement d’un dimère de transposase,

comme cela a été montré pour IS608 (voir  3. Mécanisme de transposition des

HUH transposases)

L'alignement des protéines RCR de la famille des ISCR montre un motif Y1  précédé d’un

trio d’acides aminés conservés : leucine (L) leucine ou cystéine (C) et une arginine (R) ,

derrière soit  une arginine (R), soit une lysine (K) séparées (Figure 15). 
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La fonctionnalité de la transposase est indispensable à la mobilité de l'élément mais

d'autres déterminants ont été démontrés comme étant nécessaires au mécanisme de

transposition de type réplication par cercle roulant que ces transposases sont capables

d'effectuer. (Voir 3. Mécanisme de transposition des HUH transposases). 

II.B. Les extrémités bordant l’élément

Les extrémités oriIS et terIS bordent les éléments de la famille IS91 et ils constituent un

site d’initiation et de terminaison de la transposition de l’élément. La reconnaissance de

structure tige-boucle  est essentielle  à  l'activité  des endonucléases HUH  (Boer et  al.,

2006; Messing et al.,  2012; Ton-Hoang et al.,  2012)  qui vont avoir une spécificité soit

pour la tige (Ronning et al. 2005) soit pour la boucle de la structure (Alison B. Hickman
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Figure  15: Alignement des séquences en acides aminés des transposases RCR pour ISCR1,  ISCR2,
ISCR3, ISCR4 et ISCR5

Alignement des transposases de tous les membres caractérisés de la famille des ISCR. Le domaine HUH
est encadré en bleu et le domaine Y1 est encadré en rouge. C : Cystéine ; F:Phénylalanine ; H : Histidine ;
K : Lysine ; L : Leucine  ; R : Arginine ; Y : Tyrosine. Adaptée de M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006
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et Dyda 2015). Après la reconnaissance de la tige-boucle aux extrémités de l’élément, la

transposase va cliver en 5' ou 3' de la structure secondaire (Chandler et al. 2013). Pour

les IS des familles IS91  et ISCR, ces extrémités formées de séquences palindromiques

sont  appelées  oriIS  pour  l'origine  de  réplication  et  terIS  pour  la  terminaison  de  la

réplication. Ainsi, chez IS91, le clivage se fait en 5' de l'oriIS et en 3' du  terIS  (M. Pilar

Garcillán-Barcia et al. 2002). Pour la famille des ISCR, des oriIS et terIS ont été proposés

mais leur fonctionnalité n'a pas encore été établie. 

i. L'oriIS. Cette séquence correspond à l'origine de réplication de l’élément et grâce

à  un  alignement  des  extrémités  de  certains  membres  de  la  famille  des  ISCR

(Figure  16),  un  consensus  a  été  établi  5'-GcgTTTgAAcTTCCTATACxx-3'  (x :

n’importe  quelle  base  nucléotidique)(M.  A.  Toleman,  Bennett,  et  Walsh  2006).

Cette  séquence  est  très  proche  de  l'oriIS  de  la  famille   IS91 (5'-

GxtTTTxAAaTTCCTATxCaT-3')(M.  Pilar  Garcillán-Barcia  et  al.  2002;  M  Victoria

Mendiola, Bernales, et De La Cruz 1994; Tavakoli  et al.  2000).  De plus, IS91 et

IS801  possèdent  une  oriIS  avec  deux  séquences  palindromiques  (M  Victoria

Mendiola, Bernales, et De La Cruz 1994) alors que chez la famille des ISCR, il n'y a

qu’un seul palindrome dans l'origine de réplication (Figure 16). 
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Figure 16 : Alignement représentant les différents oriIS 

Alignement effectué pour les élément ISCR1, ISCR2, ISCR3 , ISCR4 et ISCR5 et pour certains membres de la
famille IS91  (IS1294,  IS91 et IS801).  La flèche représente le sens de la réplication.  Adaptée de  M. A.
Toleman, Bennett, et Walsh 2006)
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ii. Le terIS. Le terIS correspond à une séquence palindromique en 5' du gène codant

pour la transposase et joue le rôle de terminateur de la réplication. Ce motif est

très conservé entre IS91,  IS801 et  IS1294 et  plus généralement,  au sein de la

famille  IS91.  Il  est  caractérisé par une séquence riche en GC,  d'environ 17 pb,

comprenant un palindrome de 6 paires de bases  (M. Pilar Garcillán-Barcia et al.

2002). Chez les ISCR, ce terIS n'est pas très bien défini. L'alignement de la région 5'

des différents membres de la famille des ISCR ne met pas en évidence de site

conservé.  Certains  membres  ne  possèdent  pas  de  terIS,  comme  ISCR1 dont

l’extrémité 5' correspond à la rupture de conservation avec la région 3'CS des

intégrons de classe 1 (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). 

III. Mécanisme de transposition des transposases HUH

Il n’existe aujourd’hui aucune preuve expérimentale de la capacité des ISCR à transposer.

Néanmoins,  au  vu  des  similarités  qui  existent  entre  les  différentes  familles  des

transposases HUH, l  il  semblerait que les ISCR transposent de la même façon que les

autres  transposases  HUH.  La  difficulté  est  que  la  transposase  des  ISCR partage  des

similarités  avec  celle  de la  famille  IS91 (taille  de la  transposase et  organisation  des

domaines la constituant) et la famille IS200/IS605 (motif Y1) et que ces deux familles
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Figure  17 :  Alignement des séquences du  terIS pour les éléments ISCR4,  ISCR2 ainsi que les trois
membres de la famille IS91, IS1294, IS91 et IS801.

Les séquences soulignées correspondent au palindrome qui va structurer la tige-boucle. Adaptée de M. A.

Toleman, Bennett, et Walsh 2006
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possèdent  des  mécanismes  de  transpositions  différents.  Ici  seront  résumés  leurs

mécanismes respectifs de transposition décrits dans la littérature. Il est probable que les

ISCR transposent  par  l’un  ou  l’autre  mécanisme,  voire  qu’ils  utilisent  un  mécanisme

hybride à ceux des IS91 et des IS200/IS605. 

III.A. Transposition des membres de la famille IS200/IS605

Le mécanisme complet de transposition de la famille IS200/IS605 a été décrit pour IS608

de  Helicobacter  pylori (Guynet  et  al.  2008) et  ISDra2  de Deinococcus  radiodurans

(Pasternak et al. 2010). Les transposases de IS608 et ISDra2 nécessitent obligatoirement

un substrat d’ADN simple brin pour leur transposition. Après le clivage en 5’ de la tige-

boucle en amont du gène de la transposase et le clivage en 3’ de la tige-boucle en aval,

la transposase sous forme dimérique va se lier de façon covalente avec le 5’-phosphate

issu du clivage,  et un intermédiaire circulaire simple brin est formé  (Pasternak et al.

2010). Par la suite, le complexe 5’-phosphate-transposase va attaquer le brin cible au

niveau du 3’OH libéré après le clivage de celui-ci au niveau du site de reconnaissance 5’-

TTAC-3’ (pour IS608) et 5-TTGAT-3’ (pour ISDra2). L’intégration de l’élément ne génère

pas de duplication du site cible (Ronning et al. 2005). Étant donné que l’IS est insérée sur

un seul brin de l’ADN receveur, lors de la réplication, un descendant possédera l’IS sur

les  deux  brins  alors  que  l’autre  sera  dépourvu  d’IS.  Il  en  est  de  même  pour  l’ADN

donneur (Guynet et al. 2008). Le mécanisme global de transposition pour cette famille

est décrit dans la figure 18.
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III.B. Transposition de IS91 (famille IS91)

Les études préalables pour la transposition de la famille IS91 concernent uniquement

les éléments IS91 et IS1294, pour lesquels deux modèles de transposition de type RC

ont été proposés.
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Figure 18: Mécanisme de transposition simple-brin de IS608 d’Helicobacter pylori

Les extrémités gauche (LE en rouge) et droite (RE en bleu) sont représentées par des structures tige-
boucles. Le reste de l’élément IS a été raccourci (en rose). La  transposase TnpA (en vert) va d’abord cliver
le brin supérieur (appelé brin actif) de l’ADN donneur (en noir). L’excision précise de l’IS à partir du brin
actif  génère un  intermédiaire  circulaire  simple  brin  dans  lequel  les  extrémités  LE  et  RE  sont  jointes
précisément,  et le donneur rescellé en préservant  le site cible TTAC.  Puis,  la  transposase va  intégrer
l’intermédiaire circulaire en 3’ du site cible dans  l’ADN receveur (en gris). Adaptée de Barabas et al. 2008
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Le premier modèle dit « concerté » a été développé par Mendiola et al., en 1994. Selon

ce modèle (Figure 19A), un monomère de la transposase catalyse toutes les étapes de la

transposition : clivage et transfert de brins, en utilisant ses deux résidus tyrosines. Le

premier  résidu  (Y1)  initie  un  clivage  monocaténaire  de  l’extrémité  oriIS  en  3’  du

tétranucléotide 5’CTTG-3’ pendant que le second résidu (Y2) va engager le clivage de

l’ADN  cible  en  3’  de  la  séquence  cible  5’-CTTG-3’.  Ces  évènements  vont  créer  un

complexe transposase-ADN où la première tyrosine (Y1) sera liée de façon covalente au

brin donneur alors que la seconde (Y2) sera complexée au brin receveur. La première

tyrosine complexée en 5’phosphotyrosine va attaquer le 3’OH du brin receveur issu du

clivage. Simultanément, le brin « leading » de la molécule donneuse est répliqué par la

machinerie  cellulaire.  Lorsque  l’extrémité  ter est  atteinte,  une  seconde  réaction  de

clivage est réalisée par la transposase concourant à la libération du brin. Cette extrémité

libre génère un 3’OH qui alors est attaquée par la seconde tyrosine complexée à un

5’phosphate (M Victoria Mendiola, Bernales, et De La Cruz 1994). 

Le second modèle, dit « séquentiel », a été décrit pour IS91 et semble faire intervenir un

intermédiaire circulaire simple brin (Figure 19B). Dans ce modèle, la première tyrosine,

impliquée dans le clivage monocaténaire du transposon en ori et en ter, réalise ces deux

évènements  en  premier.  Un  intermédiaire  circulaire  est  créé  puis  le  clivage

monocaténaire par la seconde tyrosine sur le brin receveur est réalisé. L’intégration de

l’intermédiaire circulaire peut donc se faire. Pour ce modèle, les événements d’excision

du transposon et  la  réplication en cercle roulant  sont réalisés avant l’intégration du

transposon au sein de l’ADN cible (del Pilar Garcillán-Barcia et al. 2001).
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Figure 19: Modèles de transposition pour les membres de la famille IS91

A. Modèle concerté (1) La transposase catalyse les clivages concertés de l’extrémité oriIS de l’ADN donneur et de
l’ADN cible. (2) Attaque du brin receveur et réplication de l’IS native (3) Clivage en 3’ de terIS de l’IS native. (4) Fin du
transfert en 3’ au niveau de l’ADN cible. (5) Terminaison de la réplication de l’IS donneuse (6) La boucle d’ADN SB
formée par l’IS au niveau du site cible est résolue par la machinerie de réplication de l’hôte. B. Modèle séquentiel.
(1) La transposase catalyse le clivage en 3’ de l’oriIS. (2) Réplication de l’ADN donneur et déplacement du brin clivé.
(3) Clivage de l’extrémité  terIS par la transposase en fin de réplication (4) Formation d’un intermédiaire circulaire
simple brin (5) Clivage monocaténaire de l’ADN cible (6) Intégration de l’intermédiaire SB médiée par la transposase
au niveau du site cible (7)Réplication par l’hôte après insertion. Adaptée de ISFinder (https://www-is.biotoul.fr/) 

https://www-is.biotoul.fr/
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III.C. Les ISCR sont-elles mobiles ? 

Au vu des résidus catalytiques de leur transposase et de leur organisation (en particulier,

la présence des structures tige-boucles à leurs extrémités), les éléments ISCR devraient

avoir un mécanisme de transposition comparable aux IS de la famille IS91. Cependant,

les transposases de ces familles présentent des différences de structure qui pourraient

expliquer aussi des divergences dans leur mode de transposition. Aucune étude de la

transposition  de  la  famille  ISCR  n’a  été  publiée  à  ce  jour.  La  seule  donnée  connue

provient d’analyses in vivo qui ont montré que la transposase RCR1 est capable de cliver

l’extrémité oriIS de l’élément ISCR1. Néanmoins, ces résultats ont été obtenus avec une

très fort quantité de transposase purifiée (500 ng) et sans ADN compétiteur (Quiroga et

al. 2013).

IV. Diversité

Dans la littérature, 18 éléments ISCR ont été décrits. L’alignement des transposases de

ces  ISCR a montré qu’elles possèdent toutes environ 500 acides aminés et partagent

entre 4 à 88 % d’identité de séquence protéiques (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh

2006)(Figure 20).
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IV.A. ISCR1

IV.A.1. Structure

ISCR1 est un élément de 2153 pb contenant une ORF rcr1 de 1542 pb codant la protéine

RCR1  de  513  acides  aminés  précédée  d'une  région  terIS  de  379  pb  contenant  le

promoteur du gène de la transposase, et suivie d'une région oriIS de 232 pb contenant le

motif  oriIS. La protéine RCR1 possède les domaines fonctionnels d'une transposase de

type HUH, avec un motif HYH et une tyrosine catalytique dans le motif RLCRY. L'élément

ISCR1 se termine par une région palindromique identifiée comme oriIS caractérisée par

la séquence 5'-GTATAGGAAGTATAAACCA-3'. Deux promoteurs potentiels PCR1-1 et PCR1-2 ,
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Figure 20: Identité entre les 12 premières ISCR après alignement des séquences en acides aminés de
la transposase RCR.

A. Regroupement des ISCR en fonction de l’identité de séquence en acides aminés de leur transposase
respective.  B. Tableau regroupant les pourcentages d'identité de séquences en acides aminés entre les
transposases des 12 premiers ISCR. Adaptée de M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006
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constituant des POUT ont été décrits dans la région oriIS (Mammeri et al. 2005; Rodriguez-

Martinez et al.  2006) et pourraient donc participer à l'expression des gènes en aval,

comme cela est déjà connu chez certaines IS (voir Chapitre I: Les EGM, 3. Contribution

des éléments IS à l'expression des gènes). Kamruzzaman et al., ont cloné la séquence

contenant le promoteur PCR1-1 en amont de la GFP (Green Fluorescent Protein) et ont

montré que cette région permettait une faible expression de la GFP. Néanmoins, dans

cette expérience, la région contenant les deux promoteurs potentiels PCR1-1 et PCR1-2 n’a

pas été testée (Kamruzzaman et al. 2015).

IV.A.2. Environnement génétique

L'élément ISCR1 est toujours trouvé en aval de la 3'CS (Collis et Hall 1995) des intégrons

de classe 1 qui  est  souvent  en deux copies,  avec  une région  3’CS  tronquée pour la

seconde  copie  (Mammeri  et  al.  2005;  M.  A.  Toleman,  Bennett,  et  Walsh  2006).  Les

intégrons de classe 1 étant très fréquemment retrouvés dans des isolats cliniques de γ-

protéobactéries  (Arduino et al. 2003; Quiroga et al. 2013; J.-i. Wachino et al. 2011), de

facto la fréquence de ISCR1 est aussi élevée. Valentine et al., ont montré en 1994 que les

gènes en aval de ISCR1 ne possèdent pas de sites proches des sites  attC des cassettes

d’intégrons.  Ils  ne  peuvent  donc  pas  être  mobilisés  par  l’intégrase  de  l’intégron  en

amont (Valentine et al. 1994). Certains gènes en aval de ISCR1 proviennent de segments

chromosomiques  bactériens  (Humeniuk  et  al.  2002).  La  littérature  décrit  surtout  la

présence de gènes de résistance aux antibiotiques dans l’environnement direct en aval

de ISCR1 (Tableau 1). 

Tableau 1: Gènes de résistance aux antibiotiques décrits en aval de ISCR1

Résistance aux 
antibiotiques

Gène Références

Triméthoprime
dfrA23 (Villa et Carattoli 2005)

dfrA3b (Arduino et al. 2003)
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dfrA10 (Stokes et al. 1993)

dfrA19 (anciennement dfrA18) (Garnier et al. 2006; Tosini et al. 1998)

Quinolones qnrA1 (Cheng et al. 2016)

qnrA3 (Lascols et al. 2008)

Aminosides aph(3’)-VIa (T. Naas, Poirel, et Nordmann 1999)

β-lactamines β-lactamases de 
classe A

blaCTX-M-1 (Su et al. 2008)

blaCTX-M-2 (Arduino et al. 2002)

blaCTX-M-9 (M. Sabaté et al. 2000)

blaPER-1/3/4 (Xie et al. 2016)

blaPER-7/8 (Tada et al. 2017)

β-lactamases de 
classe B ou 
métallo-β-
lactamases

blaNDM-1 (J. Li et al. 2014)

β-lactamases de 
classe C

blaDHA-1 (Verdet et al. 2000)

blaCMY-9 (Doi et al. 2002)

blaIMP-1 (Iguchi et al. 2014)

Phénicolés catA (Stokes et al. 1993)

IV.A.3. Formation des intégrons complexe de classe 1 selon le modèle de 
Toleman et al., 2006

Une particularité de ISCR1 est l’absence de  terIS. Toleman  et al., ont émis l’hypothèse

que le terIS natif de ISCR1 aurait disparu lorsque celui-ci aurait répliqué au-delà du terIS

vers un second site au sein de l’intégron de classe 1. Cette prolongation de la réplication

aurait  fait  dégénérer  le terIS  originel  (M.  A.  Toleman,  Bennett,  et  Walsh  2006).  Ce

mécanisme  appelé  « one-ended  transposition »  permet  la  mise  en  place  d’une

réplication en l’absence de terIS et son occurrence est d’environ 10 % de la transposition

« sauvage » (M Victoria Mendiola, Bernales, et De La Cruz 1994). Ce premier événement

expliquerait ensuite l’association des ISCR1 aux intégrons de classe 1. 
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Le mécanisme proposé par Toleman  et al., se déroulerait en plusieurs étapes et ferait

intervenir  à  la  fois  le  processus  de  transposition  par  ISCR1 mais  aussi  de  la

recombinaison homologue propre à l’hôte. Le modèle partirait d’un premier évènement

où la 3’CS, normalement fusionnée à un intégron de classe 1, serait ici non associée à un

intégron.  ISCR1  aurait  alors transposé  en  « one-ended  transposition »  pour  générer

plusieurs  produits  de  réplication  (Figure  21A).  Un  second  événement  de  réplication

aurait  généré  des  intermédiaires  circulaires  (Figure  21B).  Des  événements  de

recombinaisons entre des 3’CS liés à un intégron de classe 1 aurait permis l’intégration

de ces intermédiaires en aval (Figure 21GH). Si les événements de recombinaison ont

lieu sur un intégron possédant déjà une région 3’CS associée à un ISCR1, l’apparition de
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A. Transposition en cercle-roulant aberrante de ISCR1 générant différents intermédiaires B. Seconde
réplication en RC des différents « ISCR1 » générant des intermédiaires circulaires C. Recombinaison
homologue entre la copie de 3’CS présente dans l’intermédiaire circulaire et des intégrons de classe
1 (D et E) ou un intégron complexe de classe 1 (F) générant respectivement les intégrons complexes
de classe 1 avec une seule copie de ISCR1 (G et H) ou à deux copies de ISCR1 (I). Adaptée de (M. A.
Toleman, Bennett, et Walsh 2006)
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la  deuxième  copie  d’ISCR1 serait  expliquée,  comme  de  nombreux  cas  le  montrent

(Figure 11I)(M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). Néanmoins, Toleman et al., partent

du principe que la 3’CS du premier évènement de transposition (Figure 21, matrice de

départ) ne se trouve pas en aval d’un intégron de classe 1 car lors de la réplication, ISCR1

aurait emporté et intégré des gènes de cassettes d’intégrons (comprenant les sites attC)

en aval de l’élément, ce qui n’est pas le cas. 

IV.B. ISCR2

IV.B.1. Structure et prévalence

ISCR2 est un élément de 1848 pb contenant une ORF de 1494 pb codant une protéine

RCR2 de 497 acides aminés, une région  terIS de 119 pb contenant le promoteur de la

transposase et une région  oriIS de 235 pb contenant le motif  oriIS. La protéine RCR2

possède les domaines fonctionnels d'une transposase de type HUH, avec un motif HFH

et  une  tyrosine  catalytique  Y1  dans  le  domaine  RLCRY  et  possède  65 %  d’identité

protéique avec la transposase de ISCR1. L'élément ISCR2 contient en 3' un motif oriIS 5'-

GTATAGGAAGAATAAACGC-3'  et  en  5’  un  motif  terIS  défini  comme  5’-

GCCAGTGCCCGTCACTCCC-3’ (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). 

ISCR2 a été découvert pour la première fois chez Escherichia coli en amont du gène floR

dans le cadre d’une étude sur la résistance au florfénicol au sein du bétail en Europe

(Cloeckaert  et  al.  2000) puis  a été mis  en évidence au sein  de l’ICE SXT chez  Vibrio

cholerae O139 (Hochhut et al. 2001). Décrit aussi dans des isolats cliniques, ISCR2 a aussi

été  retrouvé  dans  le  microbiote  intestinal  de  l’homme  malgré  une  faible  quantité

d’éléments  génétiques  mobiles  dans  le  microbiote  (Pal  et  al.  2016).  Les  différentes

ISCR2 décrites sont majoritairement plasmidiques ou sont retrouvées sur des îlots de

pathogénicité  comme AbaR chez  Acinetobacter (Seputiene,  Povilonis,  et  Suziedeliene
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2012) ou  sur  des  transposons  comme  Tn6329 (deux  copies  d’IS26)(Beyrouthy  et  al.

2017). 

IV.B.2. Environnement génétique

ISCR2 ne semble pas avoir de séquence cible particulière mais il est souvent retrouvé en

aval du gène de résistance aux sulfamides sul2 (Rådström et Swedberg 1988) en image à

ISCR1. À la différence de celui-ci, l’environnement génétique direct en amont de ISCR2

est peu caractérisé, et les rares descriptions sont retrouvées dans l’environnement de

l’ICE SXT. Le tableau 2 regroupe les principaux gènes décrits dans la littérature. 

Tableau 2: Gènes de résistance présents dans l'environnement direct en aval de ISCR2

Gènes de résistance aux antibiotiques

Résistance aux antibiotiques Gènes Références

Triméthoprime

dfrA18 (J. W. Beaber, Hochhut, et Waldor 2002;
Hochhut et al. 2001)

dfrA9 (Jansson et Sköld 1991)

dfrA20 (Kehrenberg et Schwarz 2005)

Sulfonamides sul2 (Cloeckaert,  Baucheron,  et  Chaslus-

Dancla 2001)

Macrolides erm(42) (C. J. Harmer, Holt, et Hall 2014)

Aminosides rmtH (O’Hara et al. 2013)

Phénicolés floR (R. Wang et al. 2016)

Tétracyclines
tetBtetR (Vilacoba et al. 2016)

tetRtetY (Leclercq et al. 2016)

Gènes autres

Fonctions Gènes Références

Phosphoglucosamine mutase glmS (Cloeckaert et al. 2000)

Transposase IS26 tnpA (X.-Q. Liu et al. 2017)
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IV.C. ISCR8

IV.C.1. Structure

ISCR8, connu aussi sous le nom ISPps1, est un élément de 1823 pb contenant une orf de

1548 pb codant une protéine RCR8 de 515 acides aminés (K. M. Schleinitz, Vallaeys, et

Kleinsteuber 2010), une région terIS de 87 pb contenant le promoteur de la transposase

et d'une région oriIS de 188 bp contenant le motif  oriIS. La protéine RCR8 possède les

domaines  fonctionnels  d'une  transposase  de  type  HUH,  avec  un  motif  HFH  et  une

tyrosine catalytique Y1 dans le domaine RLLRY. L'élément ISCR8 contient en 3' un motif

oriIS  5'-GATAGGAATTCAACCGC-3'  et  en  5’  un  motif  terIS  5’-

ACAAGGCCCGAACCGTCGCCAGTTCGGGCCTTGT-3’  (K.  M.  Schleinitz,  Vallaeys,  et

Kleinsteuber 2010).  Ces ISCR8 sont le plus souvent retrouvées sur des plasmides, en

multi-copies (Davis et al. 2000) mais peuvent être retrouvées aussi sur le chromosome,

notamment chez Acidovorax sp. JS42 (Accession number n° NC_008782). 

IV.C.2. Environnement génétique

ISCR8 est  retrouvée  chez  des  bactéries  Gram  à  négatif,  notamment  des  α,  β  et  γ-

protéobactéries mais aussi chez des bactéries Gram positif comme  Arthrobacter (K. M.

Schleinitz,  Vallaeys, et Kleinsteuber 2010). La plupart des bactéries hébergeant ISCR8

sont isolées de l’environnement. Le tableau 3 présente les gènes dans l’environnement

direct en aval de l’élément ISCR8. 

Tableau 3: Gènes présents dans l'environnement direct en aval de ISCR8

Fonctions Gènes Références

2(2,4-
Dichlorophenoxy)propionate1

dioxygenases

sdpA et rdpA (Kohler 1999; Kathleen M. Schleinitz
et al. 2004)

Hydroxylaminobenzene mutase habA (Davis et al. 2000)

Triphenylmethane2 réductase tmr (Schlüter et al. 2007)

Hydroxyatrazine hydrolase atzB (Mongodin et al. 2006; Sadowsky et
al. 1998)

Claire LALLEMENT | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 69

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


Biphenyl dioxygenase bphA (Roy Gross et al. 2008)

Chlorocatechol hydrolase clcR (van der Meer JR et al. 1998)

Β-lactamase blaMIR-1 (Papanicolaou,  Medeiros,  et  Jacoby

1990)
1Herbicides 2Colorants de type cristal violet

ISCR8 est généralement présente en plusieurs copies, notamment sur des plasmides.

Comme  il  est  connu  chez  les  IS,  cet  envahissement  ISCR8 aurait  provoqué  des

événements  de  recombinaison  entre  copies,  provoquant  la  disparition  de  nombreux

gènes,  notamment les gènes  rpdA et  sdpA dans des conditions de non-sélection e.g.

l’absence de l’herbicide (Kathleen M. Schleinitz et al. 2004; K. M. Schleinitz, Vallaeys, et

Kleinsteuber 2010). 

IV.D. ISCR3 et apparentés

IV.D.1. Généralités

ISCR3 appelée  auparavant  orf2 possède  un  gène  codant  une  transposase  RCR3 qui

présente  55 %  et  57 %  d’identité  protéique  avec  les  transposases  RCR1  et  RCR2,

respectivement (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). Il a été mis en évidence dans

l’îlot de pathogénicité SGI1 de  Salmonella enterica dans une région riche en gènes de

résistance  aux  antibiotiques  (spectinomycine,  streptomycine,  sulfonamides,

chloramphénicol, florfénicol, tétracyclines et β-lactamines)(D. Boyd et al. 2002; Briggs et

Fratamico 1999). ISCR3 est retrouvée dans certains variants de cet îlot de pathogénicité

(Levings  et  al.  2005).  Dans  SGI1,  ISCR3 peut  être  au  sein  du  même  environnement

génétique que ISCR1 du fait de leur association avec les intégrons de classe 1 (Doublet

et al. 2004). En effet, ISCR3 est en grande majorité retrouvée en aval d’une fusion entre

le gène groEL/ES et le gène intI1 (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). Cette fusion

serait  apparue lors de réplications successives de l’élément ISCR3 (voir  4.4.3 Modèle

proposé pour la mobilisation du gène qepA par ISCR3). D’autres ISCR (ISCR14, ISCR16,
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ISCR5 et ISCR4) ont été déterminées à partir de la séquence codante de ISCR3 et ils

forment  un  sous-groupe,  appelé  ISCR3,  de  par  leur  forte  identité  de  séquence

nucléotidique (Figure 22) mais aussi à cause de leur présence en aval de la fusion entre

les gènes groEL/ES et intI1. L’identité de séquence protéique entre ISCR3 et ISCR4, ISCR5

et ISCR14 est de 69,3 %, 69,2 % et 69,2 % respectivement (M. A. Toleman et Walsh 2008).

ISCR3 peut être plasmidique (Béatrice Berçot, Poirel, et Nordmann 2008; Cattoir, Poirel,

et Nordmann 2008) ou chromosomique, au sein de l’îlot de pathogénicité de S. enterica

ou comme chez des isolats cliniques de Pseudomonas aeruginosa (Mataseje et al. 2016). 

IV.D.2. Environnement génétique

ISCR3 est localisée en aval de la fusion de gènes groEL/ES-intI1 et en amont de soit, la

fusion qac-tetA(G) chez SGI1 et certains de ses variants, soit du gène dfrA10 chez SGI1-D

(Numéro  d’accession  GenBank  KU854986),  ou  soit  d’un  gène  qepA  codant  pour une

pompe d’efflux,  impliquée dans  la  diminution  de la  sensibilité  aux  fluoroquinolones

hydrophiles (norfloxacine, ciprofloxacine et enrofloxacine)(Cattoir, Poirel, et Nordmann

2008).  D’autres  gènes  tels  que  yieF/yieG,  yieE  ou  des  pseudogènes  (orfX)  sont  dans

l’environnement  génétique  direct  de  ISCR3 (Doublet  et  al.  2004).  Au  sein  de  l’îlot

génomique SGI1, ISCR3 peut être associée à des éléments transposables comme IS6100,
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Figure 22: Arbre phylogénétique du groupe des ISCR3 avec ISCR2 et ISCR1 basée sur la séquence en
acides aminés. 

Adaptée de (M. A. Toleman et Walsh 2008)
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connue pour effectuer des inversions de larges portions de génomes (Coyne, Courvalin,

et Galimand 2010). Ainsi, ISCR3 peut se trouver à différents endroits de SGI1 selon ses

variants, mais en conservant son environnement génétique direct.

IV.D.3. Modèle proposé par Cattoir et al., pour la mobilisation du gène qepA2 
par ISCR3

La présence dans l’environnement génétique direct en aval de ISCR3, du gène qepA est

connue dans de nombreuses souches (Béatrice Berçot, Poirel, et Nordmann 2008; Park

et al. 2009). Un modèle a été proposé pour la mobilisation de ce gène par ISCR3 mais

aussi pour l’apparition de la fusion entre groEL/ES et intI1 (Cattoir, Poirel, et Nordmann

2008).

Premièrement, une première transposition par RC de l’élément ISCR3 concourt à son

intégration en aval du gène groEL/ES (Figure 23A). Une première réplication en « one-

ended » jusqu’à un potentiel motif terIS1 au sein de la région codante du gène groEL/ES

va générer un réplicon possédant une partie de ce gène (Figure 23B). Ce réplicon va

alors s’intégrer au sein de la séquence codante de l’intégrase de classe 1 (Figure 23B).

Une seconde réplication en « one-ended » jusqu’à un autre potentiel terIS2 (dans le gène

dfr) va générer un second réplicon différent du premier qui va aller s’intégrer en amont

du  gène  qepA2 (Figure  23C).  Une  troisième  réplication  « one-ended »  jusqu’à  un

troisième  potentiel  terIS3  (situé  en  aval  de  qepA2)  va  se  produire,  générant  un

intermédiaire  circulaire.  Des  événements  de  recombinaisons  homologues,  propres  à

l’hôte vont avoir lieu entre la région ISCR3-groEL/ES-intI1 existante du réplicon et une

région ISCR3-groEL/ES-intI1 déjà pré-existante. (Figure 23D). 
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Figure 23: Modèle proposé pour la mobilisation du gène qepA et la génération de la protéine
fusion ΔgroEL/ES-ΔintI1 par l'ISCR3

A. L’élément ISCR3 s’insère en aval du gène  groEL/ES.  B. Premier évènement de transposition en
« one-ended » jusqu’à un terIS1 alternatif. Le nouvel élément ISCR3 va ensuite s’insérer au sein d’un
gène  intI1.  C. Deuxième  évènement  de  transposition  en  « one-ended »  jusqu’à  un  terIS2  puis
intégration  du  nouvel  élément  ISCR3 en  amont  du  gène  qepA.  D.  Troisième  évènement  de
transposition en « one-ended » jusqu’à un terIS3 menant à un intermédiaire circulaire. Un évènement
de recombinaison entre ISCR3 et/ou le gène fusion  intI1/groEL/ES va engendrer la création d’une
structure complexe comprenant le gène qepA entouré de deux copies d’ISCR3. 

Adaptée de Cattoir et al., 2008
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V. Origine des ISCR

Plusieurs hypothèses sur l’origine des éléments ISCR ont été émises  (M. A. Toleman,

Bennett,  et  Walsh  2006).  ISCR1  proviendrait d’environnements  aquatiques.  En  effet,

ISCR1 a été trouvée chez une espèce marine,  Aeromonas salmonicida (Glenn Rhodes et

al. 2000). Par ailleurs, le  progéniteur du gène qnrA1 qui est toujours associé à ISCR1 est

la bactérie marine  Shewanella algae. Il semblerait aussi que les gènes de β-lactamases

CMY  du  groupe  1,  associées  à  ISCR1,  ont  émergé  chez  des  espèces  de  Aeromonas

contrairement aux β-lactamases groupe 2, non associées à ISCR1,  qui proviennent de

Citrobacter freundii, une bactérie entérique (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). 

Pour  le  second  membre  de  la  famille  ISCR,  ISCR2,  l’origine  du  gène  floR serait  le

pathogène de certains poissons, Pseudomonas damsalae subsp.  piscida (M. A. Toleman,

Bennett, et Walsh 2006).

Quant  au  groupe  ISCR3,  les  gènes  groEL/ES  qui  se  trouvent  en  amont  de  ces  ISCR

possèdent un  fort  pourcentage d’identité  nucléotidiques  avec ceux  de  Xanthomonas

campestis et Stenotrophomonas maltophilia, deux bactéries trouvées dans les sols et les

milieux aquatiques. De plus, le contenu en G+C de l’ISCR3 et de l’ISCR4 est élevé et se

rapproche de celui de certains organismes associés à la rhizosphère dont ces deux ISCR

pourraient provenir (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). 

Bien  qu’ils  appartiennent  tous  à  la  même  famille,  l’origine  des  éléments  ISCR est

différente  et  ces  éléments  ne  seraient  pas,  au  départ,  associés  à  l’homme  ou  aux

mammifères. 
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Chapitre III. L’expression et la régulation des gènes chez les procaryotes

La transcription est  un processus biologique permettant  la  synthèse d'un transcrit  à

partir d'une matrice qui est une molécule d’ADN. Ce transcrit peut être de deux types :

• l'ARN messager (ARNm) qui correspond à l'information génétique portée par les

gènes, sera ensuite traduit en protéines par le processus de traduction.

• Les  ARN non  codants  qui  regroupent  des  transcrits  ayant  d'autres  fonctions :

ARNt, ARNr et ARNtm impliqués dans la traduction et les petits ARN régulateurs

antisens.

I. La transcription

I.A. Les éléments essentiels au processus de transcription

I.A.1. Le promoteur

Le promoteur contient plusieurs séquences essentielles à l'initiation de la transcription :

l'élément  -35  et  l'élément  -10  définis  par  rapport  au  +1  de  transcription.  Le  +1  de

transcription correspond à la première base transcrite lors du processus de transcription

et elle est le plus généralement une base A ou G. Ce départ de transcription est environ

à 35 paires de base du codon START (ATG ou GTG ou plus rarement CTG) du gène en aval

du  promoteur.  Les  séquences  -10  et  -35  correspondent  à  des  séquences  de

reconnaissance pour une sous-unité de l'ARN polymérase, le facteur σ (voir  I.A.3 Les

facteurs σ). Il  en existe de nombreux mais le plus utilisé par l'ARN polymérase est le

facteur σ70 qui reconnaît les séquences consensus -10 en TATAAT et en -35 en TTGACA

avec un espace optimal entre les deux éléments de 17 paires de bases (pb) (Hawley et

McClure 1983) mais qui peut néanmoins varier entre 16 à 18 pb  (Shultzaberger et al.

2007).

D'autres  éléments,  facultatifs  à  la  transcription,  peuvent  augmenter  l'activité  de

promoteur en favorisant la fixation de l'ARN polymérase. Le premier est connu sous le
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nom de séquence UP. Elle présente à une vingtaine de paires de base en amont de

l'élément - 35, et sera reconnue par la partie C-terminale de la sous-unité α (définie dans

I.A.2 L’ARN polymérase) de l'ARN polymérase. Cette séquence va augmenter l'activité

du promoteur d'environ 30 fois (Ross et al. 1993). Le second élément est appelé élément

TGn et correspond à un motif TG séparé d’un nucléotide de l’hexamère -10. Il est peu

courant car retrouvé dans seulement 20 % des promoteurs de E. coli (Burr et al. 2000). 

I.A.2. L'ARN polymérase

Chez  les  procaryotes,  contrairement  aux  eucaryotes,  une  seule  ARN  polymérase

(ARNpol) est  responsable de la transcription de tous les gènes. Elle existe sous la forme

d’apoenyme  ou  de  core  enzyme  associée  à  un  facteur  sigma.  Ce  core  enzyme  est

composé de deux sous-unité β, ββ ’, deux sous unité α, α2 et d’une sous-unité ω. Le tout

forme une protéine fonctionnelle d’environ 450 kDa et permet la transcription ADN en

ARN en utilisant le brin complémentaire comme matrice. Une sous-unité ε a été décrite

au sein de l’ARNpol des bactéries à Gram positif. Non essentielle, elle serait impliquée

dans la protection de l’ARNpol de l’attaque de certains phages (Keller et al. 2014).
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L’ARNpol possède une structure en « pince de crabe », formée par les deux larges sous-

unité  β  et  β’  qui  possèdent  les  résidus  catalytiques  pour  la  réaction  de  réplication

(Borukhov et Nudler 2008; Korzheva et al. 2000). Les deux sous-unité α2, liées par une

séquence « linker » de 20 acides aminés, permettent la dimérisation des deux sous-unité

β et β’  (Blatter et al. 1994) alors que la sous-unité ω permet le maintien de tous ces

domaines entre eux (Hampsey 2001). Seulement, ce core enzyme ne peut pas s’amorcer
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Figure 24: Structure de l'ARN polymérase bactérienne

Représentation  schématique de l’organisation  de  l’ARN  polymérase bactérienne autour  de la  région

promotrice représentée par l’élément -10 et -35. Seules les sous-unités α (orange et jaune), β (bleu et

gris) et σ (cyan) sont représentées, la sous-unité ω est manquante. La sous-unité σ est responsable de

l’ancrage du core enzyme sur la région promotrice. Adaptée de Karpen and deHaseth, 2015

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


sur les séquences promotrices car elles ne sont pas reconnues par ce complexe. C’est

pourquoi, cette apoenzyme nécessite un facteur σ pour reconnaître spécifiquement les

promoteurs (C. A. Gross et al. 1998; Wösten 1998)(Figure 24). 

I.A.3. Les facteurs σ 

Le facteur σ est nécessaire à l'ancrage de l'ARNpol au promoteur (Burgess et al. 1969).

Cette sous-unité de l’ARNpol est une protéine de 20 à 70 kDa et possède au moins trois

domaines qui reconnaissent différemment les éléments du promoteur (C. A. Gross et al.

1998; Murakami et al. 2002) (Figure 25):

• Le domaine 4 reconnaît la séquence -35 (C. A. Gross et al. 1998).

• Le domaine 3 reconnaît l’élément TGn  (Bown et al. 1997; Murakami et al. 2002;

Sanderson et al. 2003).

• Le domaine 2 reconnaît l’hexamère -10 (C. A. Gross et al. 1998).
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Le  facteur  σ  global,  appelé  σ70 possède  quant  à  lui,  un  domaine  supplémentaire

(domaine 1) dont la fonction reste encore aujourd’hui inconnue. Ce facteur σ70 permet à

l’ARNpol de reconnaître la plupart des promoteurs chez Escherichia coli. 

Le  nombre  de  facteurs  σ  varie  selon  les  bactéries,  de  un  seul  chez  Mycoplasma

genitalium à  65  chez  Streptomyces  coelicolor  et ils  sont  classés  dans  deux  familles

différentes  d’un  point  de  vue  phylogénétique  (J.  Helmann  1994;  J.  D.  Helmann  et

Chamberlin  1988),  la  famille  des  σ70 et  la  famille des  σ54. Le  tableau 4 regroupe les

différents groupes de chaque famille, établis par Helmann en 2002 (J. D. Helmann 2002).

Tableau 4: Familles des facteurs σ. Adapté d’après (J. D. Helmann 2002)

Familles Groupes Membres Conditions

Famille des
σ70

Groupe 1 : facteur σ 
global

σ70 Physiologiques  (gènes  de
ménages)

Groupe 2 : Facteurs σ 
alternatifs

σ38 ou σS, HrdA, HrdC, 
HrdD

Stress nutritif, permet l’entrée en
phase stationnaire de croissance

Groupes 3 : Facteurs σ 
alternatifs plus 
divergents

σ28, σ32, σF, σG Choc  thermique,  synthèse  des
flagelles,  sporulation.  Possèdent
un anti-sigma. 

Groupe 4 : Facteurs σ 
« ExtraCytoplasmic 
Function »

σ19, σ24, σW, σX, σBldN, 
CnrH, AlgU/T, CarQ, VreI

Homéostasie,  biodisponibilité  du
fer,  virulence,  résistance  aux
antibiotiques, hyperhalophilie...
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Figure 25: Interactions entre les différents domaines du facteur σ70 et les séquences promotrices.

Ici, le domaine 4 du facteur σ70 (en marron) interagit avec le motif -35 consensus (en jaune), le domaine 3

reconnaît la TGn (en rouge) et le domaine 2 s’amorce quant à lui sur le motif -10 consensus (en rouge).

L’élément UP (en rouge)  est quant à lui  fixé par  la  partie C-terminale de la sous-unité α (en gris)  de

l’ARNpol. Adaptée de Browning and Busby, 2004
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Groupe 5 : TxeR TxeR Synthèse de toxines

Familles des
facteurs σ54

σ54 Synthèse des flagelles, utilisation
du  nitrate,  chimiotaxisme,
métabolisme énergétique. 

I.B. Déroulement de la transcription

La transcription se déroule en 3 étapes : l’initiation, l’élongation et la terminaison. La

première étape, l’étape d’initiation, la plus régulée du processus de transcription, est

l’étape limitante. L’élongation, comme la terminaison sont elles aussi régulées mais de

façon moins importante (Washburn et Gottesman 2015). 

I.B.1. L’initiation

La première étape de cette initiation est la fixation spécifique des régions σ4 et σ2 du

facteur  σ  sur  les  séquences  conservées  du  promoteur  (-10  et  -35)  respectivement

(Elizabeth A. Campbell et al. 2002; Murakami et al. 2002). Le complexe de l’ARNpol et du

promoteur est alors dit « fermé » et se positionne à une cinquantaine de paire de bases

du  (+1)  de  transcription.  Lors  de  l’ouverture,  le  complexe  change  de  conformation

menant à l’ouverture de l’ADN, rendant celui-ci accessible pour la transcription (Tomsic

et  al.  2001;  Tsujikawa,  Tsodikov,  et  deHaseth  2002).  Ensuite,  la  synthèse  d’un  petit

transcrit  d’environ  9  pb  va  déstabiliser  le  complexe,  permettant  la  dissociation  de

l’apoenzyme de son facteur σ  (Mooney, Darst, et Landick 2005; Murakami et al. 2002).

Ainsi,  la transcription va se poursuivre avec un complexe d’élongation correspondant

uniquement au core enzyme. 

I.B.2. L’élongation

La vitesse de transcription chez  Escherichia coli est d’environ 50 à 100 nucléotides par

seconde (Vogel et Jensen 1994). L’ouverture de l’ADN migre en avant du complexe de la

polymérase, ce qui lui permet de toujours avoir accès au brin complémentaire. Au cours

de  l’élongation,  l’assimilation  des  bases  se  fait  par  plusieurs  cycles  d’addition  de

nucléotides  (Armstrong,  Yee,  et  Eckstein  1979;  Gary  Rhodes  et  Chamberlin  1974) et
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l’ARNpol va effectuer des pauses réversibles environ toutes les centaines de paires de

bases (Kireeva et Kashlev 2009). 

I.B.3. La terminaison

L’élongation de la transcription va se poursuivre jusqu’à ce que le complexe de l’ARNpol

soit déstabilisé :

•  soit par une séquence rut qui lorsqu’elle est transcrite par le complexe, va être

reconnue  par  la  protéine  Rho  capable  de  déstabiliser  le  complexe  de

transcription, trop stable pour se détacher spontanément (Richardson 2002).

•  soit par une séquence palindromique riche en G/C suivie d’une série de T. Lorsque

les deux brins seront séparés par l’ouverture de l’ADN, il y aura formation d’une

tige-boucle, puis d’un complexe hybride de A et U (Yarnell and Roberts, 1999).

II. Facteurs modulant l’expression des gènes

II.A. Petites molécules

II.A.1. ppGpp

Le ppGpp ou guanosine 3’,5’biphosphate est une petite molécule synthétisée lorsque la

disponibilité en acides aminés est limitée : c’est la carence nutritive (Chatterji et Kumar

Ojha 2001). Le ppGpp, ou alarmone, déstabilise la liaison du complexe de l’ARNpol au

promoteur  de  nombreux  gènes,  notamment  ceux  impliqués  dans  la  machinerie  de

traduction  (Barker et al. 2001; Barker, Gaal,  et Gourse 2001). Ces mêmes promoteurs

fixent très efficacement l’ARNpol et nécessitent une concentration élevée en ATP et

une faible concentration d’alarmone  (Douglas F.  Browning et Busby 2004).  Ce ppGpp

engage la dissociation du complexe directement en se liant à la sous-unité β du core

enzyme lorsque l’ARNpol est complexée au promoteur, empêchant ainsi la transcription

des gènes (Reddy, Raghavan, et Chatterji 1995). 
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II.A.2. ARN 6S

L’ARN 6S est un petit ARN de 184 nucléotides qui est connu pour se lier à la sous-unité σ

de l’ARNpol. L’ARN 6S entre en compétition avec la région -35 des promoteurs pour la

fixation  du facteur  σ.  Il  est  surtout  actif  lors  de la  phase stationnaire  de croissance

(Klocko et Wassarman 2009).

II.B. Protéines de régulation de la transcription

Selon une étude de prédiction de fonctions des gènes, le chromosome de  Escherichia

coli K–12 contiendrait plus de 300 gènes codant pour des protéines avec une fonction de

modulation  de  l’expression  des  gènes.  Ces  protéines  sont  appelées  « facteurs  de

transcription » et ont été d’abord décrites par François Jacob comme des molécules à

deux  « têtes »  constituées  d’un  domaine  d’interaction  à  l’ADN  et  d’un  domaine

d’interaction  à  des  métabolites.  Le  plus  souvent,  ces  domaines  d’interactions  sont

constitués de motifs HTH (Helix-Turn-Helix) mais aussi d’autres motifs, comme les motifs

en doigts de zinc (Rey et al. 1993), feuillets β antiparallèles (Somers et Phillips 1992) ou

encore HLH (Helix-Loop-Helix)(Roth A. et Messer W. 1995) et ils ont été décrits pour se

lier à  l’ADN.  Lorsqu’un facteur de transcription  interagit  avec l’ARNpol  au niveau du

promoteur, il peut soit réprimer l’expression, soit activer l’expression, ou les deux et ce,

selon le promoteur cible. Ainsi, après les prédictions de Pérez-Rueda et Collado-Vidès,

parmi ces 300 gènes codant pour des fonctions de régulation 35 % sont des activateurs,

43 % des répresseurs, et 22 % auraient une fonction double  (Pérez-Rueda et Collado-

Vides 2000).

II.B.1. Mécanismes de modulation de l’expression

II.B.1.1. Activation

Il  existe  quatre  mécanismes  simples  d’activation,  faisant  intervenir  un  ou  plusieurs

facteurs de transcription (Figure 26). 
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i. Activateurs de classe I (Figure 26a). La protéine activatrice va se fixer en amont

de l’élément -35 sur son site de fixation et interagir avec le domaine N-terminal

de la  sous-unité α de l’ARNpol.  Cette liaison va augmenter le  recrutement de

l’ARNpol  au niveau du promoteur cible.  Le site  de fixation pour le  facteur  de

transcription peut être très éloigné du promoteur et donc de l’ARNpol,  car le
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Figure 26: Mécanismes d'activation de la transcription par des facteurs de transcription.

a. Activation de classe I. L’activateur de classe I (en vert) sous forme dimérique interagit directement

avec la sous-unité α (en gris) en amont de la région promotrice. b. Activation de classe II. L’activateur de

classe II  (en  jaune)  sous  forme dimérique  interagit  directement  avec  le  domaine  4  du  facteur  σ  (en

marron). c. Activation par changement de conformation. L’activateur sous forme dimérique (en bleu) va

permettre le rapprochement des deux éléments -10 et -35 (flèche) pour optimiser le recrutement de

l’ARNpol. Adaptée de Browning and Busby, 2004. 
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linker  entre les  parties  N-terminale  et  C-terminale  de la  sous-unité  α est  très

souple  (Douglas  F.  Browning  et  Busby  2004).  Un  exemple  bien  connu  est

l’activation de classe 1 par la protéine CRP (cAMP Receptor Protein) au niveau du

promoteur de l’opéron lac (Ebright 1993). 

ii. Activateurs de classe II (Figure 26b). La protéine régulatrice est ici fixée sur une

partie séquence -35. Cette fixation va augmenter le recrutement de l’ARNpol, qui

va reconnaître le facteur de transcription par son domaine 4 de la sous-unité σ

(Dove Simon L., Darst Seth A., et Hochschild Ann 2003). Un exemple connu pour

avoir ce mécanisme de régulation est l’activation du promoteur du gène PRM du

bactériophage λ par la protéine cI (Nickels et al. 2002). 

iii. Activation par changement de conformation (Figure 26c) . Les activateurs de ce

type ont pour cibles les promoteurs dont la distance entre les deux éléments -35

et  -10  n’est  pas  optimale.  Dans  ce  cas,  l’activateur  va  se  fixer  entre  les  deux

séquences et va modifier la conformation de l’ADN pour rendre le promoteur le

plus optimal possible. Ainsi, le recrutement de l’ARNpol pourra se faire (Sheridan,

Benham, et Hatfield 1998). C’est notamment le mode d’action des protéines de

régulations de la famille MerR (Brown et al. 2003).

iv. Activateurs  de classe III. D’autres  promoteurs  présentent,  en  amont  de leur

élément  -35,  plusieurs  opérateurs  pour  des  régulateurs  différents.  Ces

promoteurs combinent ainsi des activations de type I et de type II qui peuvent

avoir des effets additifs ou synergiques. Les protéines CRP et Fis sont capables

d’interagir  entre  elles  pour  augmenter  le  nombre  de  molécules  d’ARNpol

recrutées, en étant fixées sur deux sites différents et éloignés (Barnard, Green, et

Busby 2003; Law, Savery, et Busby 1999). 
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II.B.1.2. Répression

Les mécanismes de répression sont des mécanismes ne faisant intervenir qu’une seule

protéine régulatrice (Figure 27).

i. Répression par encombrement stérique (Figure 27a). Le site de fixation pour le

facteur de transcription se trouve au sein du promoteur, et le facteur une fois fixé

empêche  le  recrutement  de  l’ARNpol.  De  nombreux  exemples  sont  connus

comme le répresseur de l’opéron lactose, LacI mais aussi le régulateur global de la

réponse SOS, LexA (Little 1991). 

ii. Répression  par  courbure  de  l’ADN  (Figure  27b).  Plusieurs  molécules  de

répresseur se lient au niveau de plusieurs sites de régulation et se complexent

entre elles. Cela résulte en un repliement de l’ADN, emprisonnant le promoteur.

Ainsi, celui-ci ne peut être reconnu par l’ARNpol. C’est le cas, par exemple, de la

régulation négative appliquée sur le promoteur de l’opéron gal (Lewis et Adhya

2015).

iii. Répression  par  l’action  d’un  anti-activateur  (Figure  27c). Ce  mécanisme

nécessite au préalable la fixation d’un activateur au niveau de son propre site de

fixation  pour  que  le  répresseur  puisse  agir.  Cette  interaction  concoure  à  un

changement  de  conformation  de  l’activateur  et  l’ARNpol  ne  pourra  pas  être

recrutée  efficacement.  Les  protéines  régulatrices  de  la  famille  CytR  sont

considérées comme des anti-activateurs de la protéine CRP. En effet, lorsque la

protéine CytR interagit avec CRP, cette dernière perd son rôle d’activateur et ne

permet pas la transcription des gènes qu’elle régule  (Valentin-Hansen, Søgaard-

Andersen, et Pedersen 1996)
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Figure  27:  Mécanismes  de  répression  de  la  transcription  par  des  facteurs  protéiques  de
transcription.

a. Répression par encombrement stérique. Le répresseur (en rose)va se fixer entre les éléments -10 et -
35 (en jaune) empêchant l’ARNpol de se fixer au promoteur  b. Répression par courbure de l’ADN. Le
répresseur (en rose) va se fixer à deux endroits au sein de la région promotrice, séquestrant les éléments
-10 et -35 (en jaune).  c. Répression par anti-activation. La fixation du répresseur (en rose) va inhiber
l’activité  de  l’activateur,  (en  vert)  empêchant  le  recrutement  de  l’ARNpol. Adaptée  de  (Douglas  F.
Browning et Busby 2004). 
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II.B.2. Les différents types de régulateurs

Historiquement, les régulateurs ont été hiérarchisés en fonction de leur polyvalence au

sein du chromosome bactérien mais aussi par rapport au fait qu’ils puissent réguler des

gènes codant pour des régulateurs. Ainsi, les niveaux hiérarchiques ont été décrits selon

leur caractère pléiotropique et aussi par leur capacité à réguler des voies métaboliques

diverses.  La  machinerie  essentielle  à  la  survie  cellulaire  a  été  exclue  de  cette

classification (Gottesman 1984) Ainsi, 7 régulateurs globaux ont été mis en évidence en

haut de la « pyramide » de régulation (Figure 28).  Un réseau de gènes régulés par la

même protéine régulatrice est appelé régulon. 
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II.B.2.1. Régulateurs globaux

Chez  E. coli, il existe 7 régulateurs globaux de transcription (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA,

NarL,  H-NS  et  Lrp)  qui  régulent  à  eux  seuls  51 %  des  gènes  (Mart nez-Antonio  etı ́nez-Antonio et

Collado-Vides 2003). Ils peuvent aussi moduler l’expression de concert avec soit un autre

régulateur  global  soit  avec  un  régulateur  plus  spécifique  dont  ils  régulent  aussi
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Figure 28: Réseau de régulation chez Escherichia coli

Les régulateurs globaux (en bleu) sont au sommet de la hiérarchie de régulation. Ces régulateurs sont au

nombre  de  7 :  ArcA,  FNR,  Fis,  CRP,  IHF,  Lrp  et  H-NS.  Les  régulateurs  inférieurs  (en  vert)  sont  plus

spécifiques d’une réponse. Les gènes régulés par ces régulateurs globaux et spécialisés (en jaune) sont au

pied  de  la  « pyramide ».  Les  régulations  positives  sont  représentées  par  un  trait  vert  alors  que  les

régulations négatives par un trait  rouge. Des régulateurs  peuvent avoir  une double fonction pour un

même gène et peuvent donc être à la fois activateur et répresseur (trait bleu foncé) selon les contextes

moléculaires et biologiques. Adaptée de (Mart nez-Antonio and Collado-Vides, 2003)ı ́nez-Antonio et
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l’expression.  C’est  notamment  le  cas  du  gène  ansB qui  code  pour  une  enzyme

asparaginase II et qui est régulé par deux régulateurs globaux, CRP et FNR (Scott, Busby,

et Beacham 1995). De même, le promoteur du gène proP , codant pour un transporteur

symport (osmolyte/H+) est régulé à la fois par le régulateur global Fis et CRP (McLeod et

al. 2002).

i. CRP (Famille CRP). CRP (cAMP Receptor Protein) est impliqué dans la régulation

de plus de 500 gènes chez  E. coli (Gama-Castro et al. 2016). Initialement décrit

dans la régulation de gènes du métabolisme des sources secondaires de carbone,

CRP  contrôle  aussi  l’expression  de  gènes  impliqués  dans  de  multiples  voies :

osmorégulation  (Balsalobre,  Johansson,  et  Uhlin  2006;  Landis,  Xu,  et  Johnson

1999), réponse stringente (Johansson et al. 2000), formation de biofilm (Jackson,

Simecka,  et  Romeo  2002),  virulence  (Balsalobre,  Johansson,  et  Uhlin  2006),

résistance aux antibiotiques (Hirakawa et al. 2006; Nishino, Senda, et Yamaguchi

2008), compétence (Sinha, Cameron, et Redfield 2009) mais aussi pour des gènes

de  co-régulateurs.  CRP  s’autorégule  également  (Mart nez-Antonio  et  Collado-ı ́nez-Antonio et

Vides 2003).

ii. FNR (Famille CRP). Il a été nommé à partir du phénotype généré quand le gène

codant ce régulateur est absent. En effet, le mutant pour ce gène se caractérise

par  une  activité  de  Réduction  pour  le  Fumarate  et  pour  le  Nitrate  réduite

(Lambden et Guest 1976). Il  participe à la transition d’une croissance aérobie à

une  croissance  anaérobie.  Il  régule  négativement  son  gène  et  travaille  en

coopération  avec  de  nombreux  régulateurs  globaux  (Mart nez-Antonio  etı ́nez-Antonio et

Collado-Vides 2003)

iii. Les Protéines Associées au Nucléoïde (NAP). IHF. La protéine IHF, pour Facteur

d’Intégration de l’Hôte est un facteur impliqué dans le maintien de l’architecture
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de  l’ADN  et  est  une  protéine  accessoire  dans  de  nombreux  mécanismes

moléculaires comme la recombinaison, la réplication (Dhavan et al. 2002; Swinger

et Rice 2004) mais aussi la transposition  (Sewitz, Crellin, et Chalmers 2003). De

plus, IHF est impliqué dans la synthèse de la flagelline et du fimbriae de type 1 (C.

J.  Dorman  et  Higgins  1987;  Freundlich  et  al.  1992),  dans  le  métabolisme  de

sources secondaires en carbone (Freundlich et Tsui 1983; Friedman et al. 1984) et

dans  le  stress  osmotique  (Freundlich  et  al.  1992).  H-NS.  Cette  protéine  de

structure  du  nucléoïde  « histone-like »  est  connue  pour  être  impliquée  dans

l’expression de nombreux gènes dont la fonction réside dans divers processus

biologiques : virulence  (Charles J. Dorman, Bhriain, et Higgins 1990), adaptation

pendant la phase stationnaire (Chib et Mahadevan 2012) et aux modifications de

pH  (M.  Shin  et  al.  2005).  Elle  est  aussi  impliquée  dans  l’expression  des  deux

facteurs  σS et  σF,  responsables  de  l’entrée  en  phase  stationnaire  et  dans  la

mobilité chez  E. coli mais aussi chez certaines bactéries à Gram positif  (Kim et

Blair 2015). Il  joue aussi un rôle important dans le contrôle de l’acquisition de

matériel génétique étranger mais aussi dans la régulation des gènes impliqués

dans ces phénomènes d’acquisition (Lucchini et al. 2006; Navarre et al. 2006).

iv. Fis  (Famille  des  EBP  pour  « Enhancer  Binding  Proteins »). Cette  protéine

correspond au  facteur  de stimulation  d’inversion  qui  a  été  initialement  décrit

dans les mécanismes de recombinaison (Johnson, Bruist, et Simon 1986; Koch et

Kahmann 1986).  Plus tard,  il  a  été décrit  comme impliqué dans d’autres voies

comme la  régulation  des  gènes  gyrA,  rpoS et  gyrB (M.  Hirsch  et  Elliott  2005;

Travers,  Schneider,  et  Muskhelishvili  2001;  Weinstein-Fischer  et  Altuvia  2007),

mais aussi dans la virulence (Goldberg et al. 2001; Kelly et al. 2004; Lenz et Bassler

2007) et dans la transcription de gènes d’ARN (ARNr et ARNt)(Appleman et al.

1998).
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v. ArcA (Famille OmpR). Acronyme de  Contrôle  Redox en conditions  Anoxiques,

cette  protéine  réprime  de  nombreux  promoteurs  pour  l’expression  de  gènes

exprimés en conditions anaérobies mais aussi dans le métabolisme respiratoire

(Gunsalus et Park 1994; Iuchi et Lin 1991; Lin et Iuchi 1991). De nombreux gènes

régulés  par  ArcA sont  aussi  régulés  par  FNR si  bien  que les  deux réseaux de

régulations se superposent pour de nombreux gènes  (X.  Liu et De Wulf 2004;

Perrenoud et Sauer 2005; Salmon et al. 2005). La protéine H-NS est considérée

comme son antagoniste  (Govantes, Orjalo, et Gunsalus 2000). ArcA appartient à

un système à deux composants ArcB-ArcA (Voir  Régulateurs  via un système à

deux composants)(Iuchi et Lin 1992). 

vi. NarL  (Famille  de  LuxR/UhpA). NarL  est  une  protéine  régulatrice  de  réponse

impliquée dans un système à deux composants (R. Gross, Aricò, et Rappuoli 1989;

Henikoff, Wallace, et Brown 1990) et régule les gènes codant pour une fonction

de transport des électrons en conditions anaérobies mais aussi de fermentation

lors  de  concentrations  élevées  en  nitrate/nitrite  (Stewart  1994;  Unden  et

Bongaerts  1997).  NarL  induit  l’expression  de  51  opérons  dont  certains  sont

impliqués  dans  la  réponse  au  nitrate  et  réprime  41  opérons,  notamment

participant à l’utilisation de voies respiratoires alternatives (Constantinidou et al.

2006). Beaucoup de promoteurs dont l’expression est dépendante de la protéine

NarL nécessitent aussi la présence des régulateurs FNR, IHF, H-NS ou Fis  (D. F.

Browning,  Cole,  et  Busby  2000;  Douglas  F.  Browning  et  al.  2002;  Douglas  F.

Browning, Cole, et Busby 2004; Douglas F. Browning et al. 2006). 

vii. Lrp  (Famille  AsnC).  La  Protéine  de  Réponse  à  la  Leucine  est  un  régulateur

impliqué dans de nombreux réseaux de régulation, comme pour la biosynthèse et

la dégradation des acides aminés, mais aussi le transport de petites molécules et

la synthèse des pili  (Calvo et Matthews 1994; Faith et al. 2007; Landgraf, Wu, et
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Calvo 1996).  Lrp affecte l’expression d’environ 75 % des gènes impliqués dans

l’entrée en phase stationnaire (Brinkman et al. 2003; Tani et al. 2002).

II.B.2.2. Régulateurs via un système à deux composants

Les systèmes à deux composants ou TCS pour « Two-Components System » sont des

systèmes de phosphorelais pour la régulation des gènes chez les bactéries en réponse à

un stimulus extracellulaire.  Ces systèmes permettent à  la  bactérie  de répondre à ce

stimulus afin de recouvrer un état physiologique basal. Ils sont composés au plus simple

d’une protéine histidine kinase « senseur » du stimulus et d’une protéine effectrice de

réponse qui va aller réguler les gènes impliqués dans la réponse au stimulus. L’histidine

kinase va s’autophosphoryler en réponse à un stimulus puis transférer son phosphate à

son régulateur de réponse. En réceptionnant le phosphate,  le régulateur va s’activer

puis  aller  réguler  différents  gènes  par  fixation  sur  son  site  cible  pour  répondre  au

stimulus de départ (Ann M. Stock, Victoria L. Robinson, et Goudreau 2000)(Figure 29)

i. Histidine kinases (HK). Le premier composant du système dans le signalement et

qui  reçoit  le  stimulus  de  l’extérieur  de  la  cellule  est  l’histidine  kinase.  Cette
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Figure 29: Représentation d'une système à deux composants.

À gauche, la protéine histidine-kinase (HK) qui possède son domaine senseur (en blanc), puis un domaine
transmembranaire et enfin, le domaine kinase qui contient la H-box et les 4 acides aminés composants la
poche de fixation à l’ATP. 

À droite, le régulateur de réponse (RR) qui possède un domaine récepteur qui contient l’aspartate qui va
fixer le phospahte, transmis par HK et le domaine effecteur contenant le domaine de fixation à l’ADN (en
blanc). 

His :  Histidine,  N :  Asparagine,  G :  Glycine,  F :  Phénylalanine,  Asp :  Aspartate,  P :  Phosphate,  ATP :
Adénosine TriPhophaste, ADP : Adénosine DiPhosphate, Pi : Phosphate inorganique. Adaptée de Ann M.
Stock et al., 2000.
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protéine  est  capable  à  la  fois  d’autophosporylation  lors  de  la  réception  du

stimulus extérieur mais aussi de phosphotransfert. Il va en effet transmettre le

phosphate au régulateur de réponse entraînant un changement de conformation

de la protéine régulatrice vers une forme active. L’histidine kinase est composée

d’un  domaine  variable  « senseur »  et  d’un  domaine  invariable  qui  possède  la

fonction  kinase.  La  nature  du  signal  et  la  structure  de  l’histidine  kinase  est

spécifique à chaque protéine histidine kinase et donc à chaque TCS. Le centre

catalytique kinase est composé de 5 acides aminés conservés : une histidine (H) au

niveau d’une « H-box », une asparagine (N), deux glycines (G1 et G2) séparées par

une  phénylalanine  (F).  La  H-box  va  porter  le  phosphate  après

autophosphorylation alors que les 4 autres acides aminés (N-G1-F-G2) constituent

une  poche  de  fixation  à  l’ATP  (Figure  29,  gauche)(Ann  M.  Stock,  Victoria  L.

Robinson, et Goudreau 2000).

ii. Régulateurs de réponse (RR)(Figure 29, droite). Le régulateur de réponse est le

second  composant  de  ces  TCS.  Tout  comme  l’histidine  kinase,  il  est  lui  aussi

composé  de  deux  domaines :  un  domaine  conservé  N-terminal,  récepteur  du

signal et d’un domaine variable C-terminal, effecteur qui va être responsable de la

réponse spécifique au stimulus et d’un domaine de fixation à l’ADN. Le domaine

récepteur possède un acide aminé important,  l’aspartate (D) qui  va recevoir le

groupement  phosphate.  Cette  phosphorylation  a  comme  conséquence

l’activation du régulateur. Cet activation peut se faire par dimérisation (Fiedler et

Weiss 1995; McCleary 1996), par oligomérisation (Webber et Kadner 1997; Weiss,

Claverie-Martin, et Magasanik 1992; Wyman et al. 1997) ou par l’interaction avec

d’autres protéines (Blat et Eisenbach 1994; Welch et al. 1993). 
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II.B.2.3. Autres régulateurs

Certains régulateurs n’appartiennent pas à des TCS et leur activité est modulée par des

molécules (allolactoses, acides aminés) ou par des évènements intracellulaires. C’est le

cas par exemple de l’opéron  lac dont le répresseur LacI est inactivé par l’allolactose,

dérivé du lactose lorsque celui-ci  est transporté dans la  cellule.  D’autres régulateurs

comme GalS et GalR répondent respectivement à une faible concentration en galactose

et une forte concentration en galactose. En réponse GalR  active les gènes impliqués

dans le  métabolisme du galactose alors  que GalS  a  tendance à réprimer ces mêmes

gènes  (Geanacopoulos  et  Adhya  1997).  D’autres  répondent  à  des  conditions

intracellulaires  comme  des  évènements  d’oxidoréduction  (SoxR,  OxyR)  ou  à  des

dommages à l’ADN comme la protéine LexA, régulateur majeur du système SOS (Little

1991, 1993). Cette réponse SOS (Save Our Souls) un système permettant à la bactérie de

protéger  son  ADN  lors  de  dommages.   Lorsque  la  cellule  bactérienne  rencontre  un

stress qui va induire des dommages à l’ADN, ces événements vont créer un signal pour la

protéine RecA. Celle-ci va se fixer à des filaments d’ADN simple brin, générés suite à des

dommages à l’ADN. Ainsi fixées, les protéines RecA et l’ADN simple brin vont former un

nucléofilament. Ce nucléofilament correspond à une forme active de la protéine RecA

qui  va  engendrer  l’autoprotéolyse  de  la  protéine  LexA.  Cette  protéine,  sous  forme

dimérique  peut  se  fixer  à  une  séquence  cible,  CTG-N16-CAG  chez  les  γ  et  β-

protéobactéries et ainsi réprimer l’expression de nombreux gènes, qui constituent un

régulon, le régulon SOS. Sous forme monomérique, du fait de son autoprotéolyse, la

protéine LexA va libérer les différents promoteurs qu’elle régule, activant de nombreux

gènes impliqués notamment dans les mécanismes de réparation à l’ADN (Figure 30).
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III. Régulation de l'expression des gènes de transposases

Il est connu dans la littérature que les gènes impliqués dans les transferts horizontaux

de matériel génétique sont régulés par des régulateurs transcriptionnels. Les séquences

d’insertions sont elles aussi concernées par cette régulation pour l’expression de leur

transposase.  En effet,  ces transposases,  si  trop exprimées,  vont  pouvoir  s’insérer de

façon  complètement  anarchique  dans  le  génome  de  leur  hôte  portant  atteinte  à

l’intégrité  de  celui-ci.  Ainsi  pour  des  raisons  biologiques,  les  gènes  codant  pour  ces

transposases ont besoin d’être très régulés pour limiter les dommages. Même si cette

raison paraît tout à fait logique par rapport à la fonctionnalité de la transposase, très

peu de données dans la littérature existent sur la régulation de ces gènes. Néanmoins,

plusieurs exemples démontrent que les gènes codant pour des transposases peuvent

être régulés de différentes façons. 
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Figure 30: Schéma représentatif de la réponse SOS au sein d'une cellule de Escherichia coli

A. Cellules non induites, en conditions physiologiques, les promoteurs régulés par le régulateur central de
la réponse SOS, LexA sont réprimés par la fixation de ce régulateur. B. Lors d’une induction par différents
types de molécules, la protéine LexA est clivée par l’activation de RecA. Sous sa forme monomérique, la
protéine LexA libère les promoteurs régulés par la réponse SOS, permettant l’expression de ces gènes.
ATBs : antibiotiques ROS : Espèces réactives de l’oxygène. 
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i. Promoteurs  faibles  ou  modifiés. De  nombreux  promoteurs  de  gènes  de

transposases restent des promoteurs faibles. C’est le cas de la transposase de

IS21  qui  possède  un  promoteur  indétectable  (Reimmann  et  al.  1989).  Le

pourcentage de méthylation du promoteur peut aussi jouer un rôle important

dans  la  régulation  du  gène  de  la  transposase.  En  effet,  le  pourcentage  de

méthylation des promoteurs des transposases jouent un rôle  important  sur la

fixation de l’ARNpol. Cet effet a été montré pour IS10, IS903 (D. Roberts et al.

1985), IS50 (Yin, Krebs, et Reznikoff 1988), et IS3 (Spielmann-Ryser et al. 1991).

ii. Signaux de terminaisons. Chez certaines IS comme IS1,  IS30 etc.,  il  existe des

signaux  de  terminaisons  au  sein  de  la  séquence  codante  du  gène  de  la

transposase,  terminant prématurément la  transcription  de ces gènes  (Galas  et

Chandler 1989).

iii. Facteurs  de  transcriptions. Le  système  SOS,  premier  rempart  contre  les

dommages à l’ADN, est connu comme étant un inducteur de la transposition de

IS50 (CHIEN-TSUN Kuan et Tessman 1991) et de IS1 (Eichenbaum et Livneh 1998;

Skaliter et al. 1992). En effet pour IS1, la fréquence de transposition dans une

souche  déficiente  pour  le  gène  recA se  voit  diminuer  d’environ  200  fois

(Eichenbaum et Livneh 1998; Skaliter et al. 1992). Quant à IS50, l’expression de la

transposase augmente en absence des  recA ou  lexA, résultats confirmés par un

gel retard avec la fixation de la protéine LexA au niveau du promoteur p2 du gène

de la transposase  (CHIEN-TSUN Kuan et Tessman 1991). Ensuite, la protéine IHF

est connue pour réprimer l’expression de l’IS10 en se fixant au niveau de la région

inversée  répétée  à  gauche  de  l’élément,  proche  de  l’ATG  de  la  transposase

(Gamas et al. 1987). Seulement un mutant IHF ne semble pas avoir d’impact sur la

fréquence  de  transposition.  Cela  mettrait  en  avant  d’autres  mécanismes  de

régulation, notamment post-transcriptionnels. 
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Objectifs de thèse
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Bien que retrouvée très fréquemment dans des contextes cliniques, la famille des ISCR

est peu caractérisée. En effet, peu de données sont disponibles quant à l’expression et

la fonctionnalité de leur transposase. Cependant, certains modèles ont établi que ISCR1

qui  est  très  répandu  chez  des  isolats  cliniques  pourrait  mobiliser  et  disséminer  des

gènes  de  résistance  aux  antibiotiques  (M.  A.  Toleman,  Bennett,  et  Walsh  2006).

Cependant, aucune étude n’a mis en avant les conditions d’expression du gène de la

transposase ni montré expérimentalement le mécanisme de transposition. De plus, des

études sur l’environnement de ISCR1 suggèrent que la région située en 3’ de l’élément

contribuerait à l’aide de deux promoteurs potentiels à l’expression des gènes en aval

(Rodriguez-Martinez et al. 2006). Mieux comprendre les caractéristiques des ISCR et leur

fonctionnalité permettrait d’expliquer leur rôle dans la dissémination de la résistance

aux antibiotiques et leur maintien dans des contexte cliniques. 

Les objectifs de mon travail de thèse étaient donc de :

• Étudier par une approche  in silico la diversité des ISCR et leurs caractéristiques

fonctionnelles

• Comprendre l’implication de l’élément ISCR1 dans l’expression des gènes en aval 

•  Étudier les mécanismes de régulation de l’expression du gène de la transposase

rcr1 
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Matériel et Méthodes
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I. Bactéries, plasmides et milieux de cultures

Les souches et plasmides sont listés dans les  tableaux 5 et  6.  Les bactéries ont été

cultivées en milieu Lysogenic Broth (LB) à 37°C avec de la kanamycine, de l’ampicilline ou

du chloramphénicol  lorsque nécessaire.  Les souches portant  le  plasmide pCP20 (voir

tableau 6), ont été incubées 30°C. 

Tableau 5: Souches utilisées pour cette étude. 

AMP : Ampicilline ; CTX : Céfotaxime ; STR : Streptomycine ; SPM : Spectinomycine ; SUL :
Sulfaméthoxazole

Souches Géntoype Référence

Salmonella  enterica subsp.  enterica
serovar Montevideo C1

AMPR, CTXR, STRR, SPMR, SULR et ISCR1 + Collection  du
laboratoire

Escherichia coli K-12 MG1655lacZ- F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 lacZ- (Espéli,  Moulin,

et  Boccard

2001)

MG1655ΔlexAlacZ- F- lambda- ilvG-  rfb-50  rph-1  lexA-  lacZ-
sfiA-

(Guerin  et  al.
2009)

Escherichia coli BW25113ΔihfA::KmFRT rrnB3 ΔlacZ4787 hsdR514 Δ(araBAD)567
Δ(rhaBAD)568 rph-1 Δsul1ihfA::KmFRT

(Baba et al. 2006)
(Collection KEIO)

BW25113ΔompR::KmFRT rrnB3 ΔlacZ4787 hsdR514 Δ(araBAD)567
Δ(rhaBAD)568 rph-1 ΔompR::KmFRT

(Baba et al. 2006)

(Collection KEIO)

Escherichia coli TG1ΔcpxR::KmFRT Δ(hsdMS-mcrB)5  Δ(lac-proAB)  supE thi-1
F’[lacIqlacZΔM15  proAB+ traD36]
ΔcpxR::KmFRT

(Beloin  et  al.
2004)

MG1655lacZ-ΔihfA::KmFRT F- lambda- ilvG-  rfb-50  rph-1  lacZ-
ΔihfA::KmFRT

Collection  du
laboratoire

MG1655lacZ-ΔompR::KmFRT F- lambda- ilvG-  rfb-50  rph-1  lacZ-
ΔompR::KmFRT

Cette étude

MG1655lacZ-ΔcpxR::KmFRT F- lambda- ilvG-  rfb-50  rph-1  lacZ-
ΔcpxR::KmFRT

Cette étude

MG1655lacZ-Δcrp::KmFRT F- lambda- ilvG-  rfb-50  rph-1  lacZ-
Δsul1crp::KmFRT

Collection  du
laboratoire

MG1655ΔompRlacZ- F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 lacZ- ΔompR Cette étude

MG1655lacZ-ΔcpxR F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 lacZ- ΔcpxR Cette étude

MG1655lacZ-Δcrp F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 lacZ- Δsul1crp Cette étude
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MG1655ΔlexAΔsul1ompRlacZ- F- lambda- ilvG- rfb-50 rph-1 lacZ- ΔompR
lexA - sfiA -

Cette étude

MG1655ΔlexAΔsul1ihfA::KmFRTlacZ- F- lambda- ilvG-  rfb-50  rph-1  lexA-  sfiA-
lacZ- ΔihfA::KmFRT

Cette étude

Tableau 6: Plasmides utilisés lors de cette étude .

Les amorces utilisées pour ces plasmides sont colligées dans l’Annexe 1. KM : Kanamycine ; AMP :
Ampicilline CM : Chloramphénicol

Plasmides Contenu Référence

pSU38ΔtotlacZ KMR, gène lacZ sans promoteur (Jové et al. 2010)

pCP20 AMPR, CMR, contient un gène codant pour une recombinase
de type FLP 

(Cherepanov  et
Wackernagel 1995)

pSfiA Promoteur  du  gène  pSfiA cloné  en  EcoRI-BamHI  dans
pSU38ΔtotlacZ. 

(Strugeon  et  al.

2016)

pPrcr1 pSU38ΔtotlacZ avec  la  région  terIS  amplifiée  avec
pORF513_EcoRI et pORF513_BamHI 

Cette étude

pPrcr1-10mut pPrcr1 muté dans l’élément -10 de Prcr1 avec les amorces 5
et 6

Cette étude

pPrcr1-35mut pPrcr1 muté dans l’élément -35 de Prcr1 avec les amorces 7
et 8

Cette étude

pPrcr1TGNmut pPrcr1 muté dans le motif TGN de Prcr1 avec les amorces 11
et 12

Cette étude

pPrcr1lexA* pPrcr1 muté  dans  l’opérateur  LexA  de  Prcr1 avec  les
amorces 9 et 10

Cette étude

pPrcr1s pSU38ΔtotlacZ avec un fragment de 80 pb contenant Prcr1
amplifié   avec  les  amorces  PISCREcoR1-short  et
pORF513_BamHI. 

Cette étude

pPompF pSU38ΔtotlacZ  avec  la  région  promotrice  du  gène  ompF
amplifiée avec les amorces pOmpF_EcoRI x pOmpF_BamHI 

Cette étude

pPompC pSU38ΔtotlacZ  avec  la  région  promotrice  du  gène  ompC
amplifiée avec les amorces pOmpC_EcoRI x pOmpC_BamHI 

Cette étude

pPrcr1ompR1* pPrcr1 muté dans l’opérateur OmpR1 avec les amorces X et
Y

Cette étude

pPrcr1ompR2* pPrcr1 muté dans l’opérateur OmpR2 avec les amorces X et
Y

Cette étude

II. Clonages

La séquence promotrice du gène de la transposase rcr1 a été amplifiée par PCR à partir

de la souche clinique Salmonella enterica subsp. enterica serovar Montevideo C1. Cette
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souche bactérienne possède un intégron de classe 1 et une ISCR1 en aval. L’amplification

a été réalisée à l’aide la Phusion polymérase (Thermo Fisher). Les amorces utilisées sont

colligées dans l’Annexe 1. Les mutations au sein des séquences -10, -35, motif TGN et de

la boîte LexA ont été réalisées par PCR assemblage avec des amorces portant des bases

mutées. Les promoteurs ont été amplifiés en prenant en compte soit l’ensemble de la

région terIS de l’élément ISCR1 contenant la séquence promotrice (Prcr1) soit seulement

les  80  pb  en  amont  de  l’ATG  du  gène  de  la  transposase  rcr1  (Prcr1s).  Les  produits

d’amplification  ont  été  analysés  sur  gel  d’agarose  à  0,8 % et  purifiés  à  l’aide  du kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel). Les fragments amplifiés purifiés

ont été clonés en  EcoRI-BamHI  (New England BioLab) dans le vecteur pSu38ΔtotlacZ,

contenant  le  gène  lacZ sans  région  promotrice  (Jové  et  al.  2010). Les  plasmides

recombinants  ont  été  séquencés  par  méthode  Sanger  après  transformation  par

électroporation chez  Escherichia coli MG1655lacZ-.  Les extractions d’ADN plasmidique

ont été réalisées à l’aide du kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega). 

III. Transductions

Les  délétions  pour  les  différents  gènes  d’intérêt  étudiés  ont  été  effectuées  par

transduction  avec  le  bactériophage  P1vir  de  E.  coli de  la  souche  donneuse  TG1  ou

BW25113  (Tableau  5)  vers  MG1655lacZ-.  Les  clones  après  transduction  ont  été

sélectionnés sur LB avec kanamycine (25 µg/mL) et citrate de sodium 0,2 %.  Chaque

clone sélectionné a ensuite été vérifié par PCR à l’aide d’amorces encadrant le gène

d’intérêt (Annexe 1, 13-20). La cassette de résistance à la kanamycine qui a permis de

déléter le gène d’intérêt a été excisée grâce à une recombinase-excisionase de type FLP

dont  le  gène  est  porté  par  le  plasmide  pCP20  (Cherepanov  et  Wackernagel  1995).

L’excision de la cassette KmFRT a été réalisée à 30°C car le vecteur pCP20 possède une

origine de réplication thermosensible. Cette excision a été vérifiée, d’abord par culture

sur LB et LB avec kanamycine (25 µg/mL) puis par PCR. Le plasmide pCP20 a été curé de
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la  cellule  par  passages  successifs  sur  LB  à  37°C.  Chaque  délétion  a  été  vérifiée  par

séquençage Sanger. 

IV. Préparation de cellules électrocompétentes

Les cellules à transformer ont été rendues compétentes en les cultivant une nuit en LB

avec ou sans kanamycine à 25 µg/mL (pour les souches possédant la cassette KmFRT).

Après une dilution au 1/100ème, les cellules ont été cultivées à 37°C sous agitation (300

rpm) jusqu’à une DO à 600 nm de 0,6-0,8. La culture a été immédiatement déposée sur

glace puis centrifugée pendant 15 minutes à 6000 x  g. Des lavages successifs à l’eau

froide ont ensuite été réalisés. Les cellules électrocompétentes ont été aliquotées par

35 µL avec du glycérol 10 % froid et conservées à -80°C. 

Un  mélange  de  cellules  compétentes  et  de  plasmides  (20  ng)  à  transformer  ou  de

produit de ligature (1 volume de produit de ligature pour 10 volume de cellules) a été

électroporé  à  2500  V  avec  à  l’appareil  Eporator® (Eppendorf).  Les  cellules  ont  été

reprises dans du milieu LB pendant 1 heure à 37°C puis étalées sur milieu LB gélosé avec

l’antibiotique  adéquat.  Les  transformants  ont  ensuite  été  vérifiés  par  PCR  avec  la

polymérase One-Taq (New England Biolab) puis par migration sur gel d’agarose à 0,8 %. 

V. Essais β-galactosidase

Les fusions transcriptionnelles avec le gène lacZ ont été transformées dans la souche E.

coli MG1655lacZ- ou ses dérivées délétés des gènes d’intérêts (Tableau 5). À partir d’une

culture d’une nuit en LB supplémenté en kanamycine (25 µg/mL), une 2ème culture par

dilution au 1/100ème  en LB avec kanamycine (25 µg/mL) a été réalisée. Lorsque la phase

exponentielle (DO à 600 nm entre 0,6 et 0,8) a été atteinte, des essais β-galactosidase

ont été réalisés comme décrit par Miller (Miller, 1993) à une température d’incubation

de 37°C. 
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VI. Induction de stress

Des  tests  de  challenge  au  stress  ont  été  réalisés  afin  de  tester  leur  impact  sur  le

promoteur de rcr1, le Prcr1 :

•  stress à la mitomycine C à une concentration de 1,6 µg/mL, 

• stress hypo-osmotique par culture en milieu minimum M63B1 (KH2PO4 100 mM ;

(NH4)2SO4 15 mM ; MgSO4 0,8 mM ; vitamine B1 3 µM ; glucose 0,2 %; pH 7,4).

VII. Retard sur gel

La surexpression et la purification de la protéine LexA de E. coli avec le plasmide pET15

ont été réalisés comme décrit précédemment (Abella et al. 2004) Les séquences d’ADN

utilisées pour le gel retard ont été synthétisées par amplification par PCR à l’aide des

amorces 26 à 28 (Annexe 1) et purifiées après vérification sur gel d’agarose 0.8 %. Des

quantités  variables  (de 37,5  à  600 ng)  de protéine  LexA ont  été  incubées  sur  glace

pendant 20 minutes avec 80 ng de sondes dans un tampon de 10 mM HEPES (pH 8), 10

mM Tris‐HCl (pH 8), 50 mM KCl, 1 mM EDTA. Après 20 minutes d’incubation sur glace, 2

μL  de  la  solution  “EMSA  gel-loading”  à  une  concentration  de  6X  (Electrophoretic

Mobility  Shift  Assay  (EMSA)  Kit,  Molecular  Probes™ Biorad©)  ont  été  ajoutés  à  la

réaction et l’ensemble a été déposé sur un gel de tris-glycine-polycrylamide à 6% en

conditions non dénaturantes.  Après 60 minutes à 150 V,  l’ADN est visualisé selon le

protocole  du  fabricant  (Electrophoretic  Mobility  Shift  Assay  (EMSA)  Kit,  Molecular

Probes™ Biorad©). Si la taille du fragment est différent en présence de protéine, cela

signifie que la migration de l’ADN a été retardée en raison de la formation de complexe

ADN-protéines. 

VIII. Outils bioinformatiques et tests statistiques

Les outils bioinformatiques et les banques de données utilisés lors de cette étude ont

été répertoriés dans le tableau 7 ci-dessous.
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Tableau 7: Répertoire des logiciels et banques de données utilisés lors de cette étude

Logiciels Applications Adresse web

Prodoric Détermination  in  silico des  sites
potentiels  de  régulation  du  Prcr1
pour les régulateurs de chez  E.  coli
K-12

http://www.prodoric.de/vfp/

Venny 2.1 Création de diagramme de Venn http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/
venny/

Banques de
données

Données concernées Adresse web

RegulonDB Régulateurs chez E. coli K-12 http://regulondb.ccg.unam.mx/

Ecocyc Gènes chez E. coli K-12 https://ecocyc.org/

RegPrecise Facteurs  de  transcription  dans
plusieurs taxons bactériens

http://regprecise.lbl.gov/RegPrecise/
collections.jsp

Tous les résultats obtenus en essais β-galactosidase ont été analysés à l’aide d’un test

de Mann-Whitney à deux groupes non-appariés et calculés à l’aide du logiciel R Studio. 
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Résultats
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Première partie : Étude in silico de la diversité des ISCR et leurs
caractéristiques fonctionnelles

La  plupart  des  données  connues  pour  les  ISCR sont  regroupées  dans  la  revue  de

Toleman et al., de 2006. Cependant, de nouveaux membres ISCR ont été décrits depuis.

De plus, les critères appliqués pour la numérotation des ISCR n’ont pas été correctement

définis.  C’est  pourquoi  nous  avons  fait  une  mise  à  jour  des  ISCR présents  dans  les

banques  de  données  et  nous  avons  correctement  définis  chaque  membre  et  leurs

caractéristiques. De façon intéressante, nous avons remarqué que deux sous-groupes

existaient, ISCR1 et ISCR3 après alignement des séquences de transposases et le même

regroupement  existe  lors  de  l’alignement  des  régions  promotrices.  Au  sein  de  ces

régions promotrices, nous avons identifiés pour la majorité des éléments une boîte LexA

putative.  En fonction des sous-groupes,  ce site de fixation à la  protéine LexA ne se

trouvait pas au même endroit :  près du codon START pour le sous-groupe ISCR1 et à

environ 80 bp du codon START pour le sous-groupe ISCR3. Les régions promotrices sont

relativement bien conservées pour le sous-groupe ISCR3 et les membres de ce sous-

groupes possèdent de plus, le même codon START en GTG. Quant aux transposases, les

domaines catalytiques sont très conservés. Nous avons, grâce à cette analyse, mis à jour

les informations disponibles pour la famille ISCR. 
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La littérature fait état aujourd’hui de 19 membres de la famille ISCR, numérotés de 1 à

27 (certains numéros n’ont pas été attribués). Cependant, les informations concernant

leurs extrémités, leurs sites catalytiques, le promoteur du gène de la transposase, la

taille de la protéine codée, etc. sont parcellaires. Les rares données sont disponibles

dans la revue de Toleman et al., de 2006 (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006) et la

liste des ISCR sur le site MARA qui est régulièrement mise à jour par l’équipe de Sally

Partridge (http://mara.aihi.mq.edu.au/mara/feature/list?fview=ISCR).

Avant  de  commencer  l’étude  des  fonctionnalités  de  ISCR1,  il  fallait  avoir  une  vue

exhaustive  sur  toutes  les  ISCR existantes  et  leurs  caractéristiques.  Nous  avons  donc

entrepris une analyse in silico de la diversité des ISCR à partir des séquences présentes

dans  la  GenBank®.  Les  données  présentées  ci-dessous  proviennent  d’une analyse  in

silico effectuée en Juillet 2017. 

I. Panorama de la famille des ISCR. 

Nous avons d’abord réalisé l’alignement des séquences protéiques des transposases de

chaque ISCR  (n=19)(Figure 31).  Nous avons utilisé un seuil  de 98% selon les critères

utilisés  pour  les  IS  (ISFinder :  https://www-is.biotoul.fr/howto.php)  pour  définir  des

transposases différentes. 

La  première  information  est  la  présence  d’isoformes  malgré  une  numérotation

différente des ISCR. En effet, les ISCR22 et 23, et ISCR16 et ISCR27 sont isoformes. ISCR3

est un isoforme de ISCR6 (98,26%) et ISCR14 (99,61 %) mais ces deux derniers ne sont

pas isoformes entre eux (97,83%)(Figure 31, accolade bleue). La seconde information

est la formation de deux groupes au sein de la famille : le groupe ISCR1 (Figure 31, en

rouge), qui regroupe les ISCR8, ISCR22/23, ISCR1 et ISCR2 et le groupe ISCR3 (Figure 31,

en orange), qui regroupe ISCR3/6/14, ISCR24, ISCR5b, ISCR15 et les ISCR19.
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II. Caractéristiques des ISCR

Nous avons, lors de cette analyse exhaustive, analysé l’ensemble des caractéristiques

spécifiques des ISCR telles que décrites par Toleman et al.,. Les particularités soulevées

par notre analyse sont résumées ci-dessous. 

II.A. La transposase

• Le promoteur du gène de la transposase. Des promoteurs putatifs σ70 ont été

déterminés  in  silico (Prodoric)  pour  ISCR1,  ISCR2,  ISCR6,  ISCR8,  ISCR21 et

ISCR22/23 (Tableau 8, colonne Prcr). Ces éléments appartiennent tous au groupe

ISCR1,  excepté  ISCR6  (Figure  32).  On  peut  remarquer  aussi  que  la  séquence
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Figure 31: Arbre phylogénétique des séquences protéiques des transposases RCR

Arbre phylogénétique réalisé après alignement des séquences protéiques des transposases RCR dont la
séquence codante est disponible dans la GenBank®. Méthode du Neighbour-joining  sans correction des
distances.  La  valeur  après  chaque terme RCR correspond  à  la  distance par  rapport  au  voisin  le  plus
proche. Les isoformes (plus de 98 % d’identité protéique) sont représentés par des accolades bleues. Les
groupes  ISCR1 et  ISCR3 sont  représentés  par  des  accolades  rouges  et  jaunes  respectivement.
L’alignement et l’arbre phylogénétique ont été réalisés grâce à ClustalW réalisé sur le site de l’EMBL
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
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promotrice du gène de la transposase pour le groupe ISCR3 est conservée. Nous

avons remarqué qu’une séquence de fixation à la protéine LexA (ou boîte LexA)

était  présente  dans  la  région  promotrice  de  la  transposase  pour  la  grande

majorité des membres de la famille ISCR, à l’exception de ISCR4, ISCR9, ISCR19.1,

ISCR20 et ISCR21. De façon intéressante, la position de la boîte LexA semble être

groupe dépendant (Figure 32). En effet, pour le groupe ISCR3, la boîte LexA est

éloignée du codon START (Figure 32, encadré jaune), à l’inverse du groupe ISCR1,

où  cette  séquence  se  trouve  proche  du  START  du  gène  de  la  transposase  et

chevauchant l’élément -10 potentiel (Figure 32, encadré rouge). 
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• Le  codon  START.  De  façon  intéressante,  les  codons  START  des  gènes  des

transposases  rcr sont  différents selon  les  groupes (Tableau 8,  colonne Codon

START). En effet, pour le groupe ISCR1, le codon START est un ATG à l’exception

de ISCR21 alors que pour le groupe ISCR3, le codon START est un GTG. Ces deux

codons, malgré une occurrence différente chez  Escherichia coli (90 % pour l’ATG

et  8 %  pour  le  GTG),  peuvent  initier  la  traduction,  sans  différence  apparente

(Laursen et al. 2005). 
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Figure 32: Alignement des régions promotrices du gène de la transposase des membres de la famille
ISCR.

Alignement de 100 pb en amont du codon START du gène de la transposase pour tous les membres
disponibles  dans  la GenBank  ®.  Les  séquences de fixation pour  la protéine LexA sont  encadrées  en
orange pour le groupe ISCR3 et en rouge pour le groupe ISCR1. Alignement ClustalW réalisé sur le site de
l’EMBL (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Les codons START sont en gras. 
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• Les domaines fonctionnels de la transposase RCR.

➢  Domaine HUH. Toleman et al., ont décrit un résidu un résidu phénylalanine (F)

pour  les  cinq  premiers  membres  de  la  famille  ISCR à  l’exception  de  ISCR1

(tyrosine).  Dans notre analyse,  nous avons identifié ce résidu phénylalanine

chez tous les autres membres de la famille ISCR à l’exception de ISCR20 et

ISCR21 qui  possèdent  un  résidu  tryptophane  (W)  (Figure  34A)(Tableau  8,

colonne Domaine HUH).

➢ Domaine Y1. Ce domaine catalytique est composé de 4 résidus consécutifs et

d’un  résidu  tyrosine  selon  le  motif  YxxxY,  des  transposases  HUH  à  deux

tyrosines. Ce domaine catalytique est responsable de la liaison covalente qui

se crée entre le brin donneur et la transposase au cours de la transposition.

Pour tous les ISCR, nous avons identifié que le premier résidu est une arginine

(R)(n=6)  ou  une lysine (K)(n=12) suivi  de trois  acides  aminés,  LLR (Leucine-

Leucine-Arginine) ou LCR (Leucine-Cystéine-Arginine). Enfin, le dernier résidu

est  la  tyrosine  conservée  du  domaine  Y1.  ISCR20 possède  un  domaine  Y1

atypique avec une combinaison d’acides aminés différente des autres ISCR :

alanine (A), lysine (L),  glycine (G),  glutamine (Q) et tyrosine (Y)(Figure 34B)

(Tableau 8, colonne Domaine Y1). 

II.B. Taille de l’élément 

La taille des éléments ISCR est comprise entre 1485 pb (ISCR14b) et 2409 pb (ISCR24). En

moyenne, les éléments ont une taille de 1900 pb ce qui correspond à la taille moyenne

des IS bactériennes (Varani et al. 2015). Il existe de rares ISCR tronquées comme ISCR16

qui ne possède pas de région terIS (Tableau 8, colonne Taille de l’élément). 
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II.C. Région terIS et terIS 

La taille de la région terIS a été déterminée entre un motif contenant une structure tige-

boucle,  terIS, et le codon START du gène de la transposase. Nous avons déterminé des

palindromes putatifs dans cette région terIS pour la majorité des éléments à l’exception

de  ISCR1,  ISCR15 et  ISCR19.1.  Pour  ISCR1,  nous  avons  déterminé  l’extrémité  5’  de

l’élément par la rupture de conservation avec la région 3’CS d’un intégron de classe 1

auquel ISCR1 est toujours associé. La taille moyenne de la région terIS est d’environ 190

pb (Tableau 8, colonne Région terIS et terIS). 

II.D. Région oriIS et oriIS. 

La région  oriIS est comprise entre le codon STOP du gène de la transposase  rcr et le

motif oriIS, origine de réplication de l’élément. Pour les éléments ISCR, cette région fait

en moyenne 250 pb. Le motif oriIS contient une séquence palindromique qui va former

une  structure  tige-boucle  lorsque  l’ADN  sera  simple  brin.  Cet  oriIS  a  été  défini  par

Toleman  et  al.,  comme  5'-GcgTTTgAAcTTCCTATACxx-3'  (M.  A.  Toleman,  Bennett,  et

Walsh 2006)(x = A, C, G ou T). À l’aide de ce consensus, nous avons pu identifié le motif

oriIS pour tous les membres de la famille (Tableau 8, colonne oriIS). La région oriIS peut

aussi  contenir  potentiellement  un  promoteur  dirigé  vers  l’extérieur  (POUT).  Des

promoteurs putatifs σ70 ont été déterminés pour ISCR1, ISCR2, ISCR6, ISCR8, ISCR21 et

ISCR22 (voir Tableau 8, colonne POUT). 
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Tableau 8: Caractéristiques des éléments ISCR décrits lors de notre étude

ISCR GenBankN GenBanKP Taille élément (pb) terIS Région terIS (pb)

ISCR1 AM234698 CAJ84008 2153 ? 379

ISCR2 AY055428 AAL59686 1848 AGTGACGGGCACT 119

ISCR3 AY434092 ALU64879 1893 GGGCGGCATGGGCGGCATGGATTTCTGATCCGGTTGGCCC 254

ISCR4 AY341249 AKC05761 1948 AAACCTCGAAGCCCGGCCCTGCGCCGGGCTTCGTGCTTT 168

ISCR5 AM849110 CAO91944 2091 CGCGGGGATCCGCGCCGCGCAGGCGACGGATCCCCGCG 319

ISCR6 GQ388247 ACX47991 1900 GGCCCCAAGGACGGGGCC 154

ISCR8 AF028594 AAB94124 1823 ACAAGGCCCGAACTGGCGACGGTTCGGGCCTTGT 87

ISCR9 AUHT01000004 WP_081677679 1890 CTGGGCCTGGATCCGGTCGTGCCCCCGCATCCGCTGCGGGCCCAG 222

ISCR10 AXRA01000008 ERX05130 1950 CACAAAGCCCGGCCTCGTGCCGGGCTTTGTG 164

ISCR14b LEUB01000113 KLX45053 1485 AGCCCGGCAGCGATGCCGGGCT 336

ISCR15 AP017302 BAT64998 1646 ? 136

ISCR16 HQ416416 AEP32433 1786 Séquence commence au GTG de la transposase

ISCR19 EU503121 ACJ05190 1943 CACAAAGCCCGGCCTCGTGCCGGGCTTTGTG 164

ISCR20 GU441460 ADM26830 1832 GGGGGCTGGGGGCTAGAAACCCCC 114

ISCR21 CP003022 AET15213 1772 TCAACCTAACTTTCGGTTGA 142

ISCR22 AY831462 AAX38579 1878 CACAAGATGTTGTG 304

ISCR24 CP020703 ARI91782 2409 AGCCCGGCAGCGATGCCGGGCT 134

ISCR27 KC887917 AAX38585 1950 CACAAAGCCCGGCCTCGTGCCGGGCTTTGTG 164

ISCR19.1 JX570731 AFV91535 1859 ?
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Tableau 8 (suite): Caractéristiques des éléments ISCR décrits lors de notre étude

ISCR Prcr RBS Codon START Domaine HUH Domaine Y1

ISCR1 TGGACGTCTGAACGCAAGCCGCTGATACTGT GGAGGA ATG HYH RLCRY

ISCR2 GGGTAAAAGAACTTTCCGCTAAGCGATAGACT AAGGA ATG HFH RLCRY

ISCR3 ? GGAG GTG HFH KLCRY

ISCR4 ? GAG GTG HFH RLCRY

ISCR5 TCGCCGCGGCAATGTCTGACGCGAAGAT GGAG GTG HFH KLCRY

ISCR6 TTGCGTACCCAAACAATCGCCGCAGAATACT GGAG GTG HFH KLCRY

ISCR8 ? ? ATG HFH RLLRY

ISCR9 ? AGG GTG HFH KLCRY

ISCR10 ? GAGG GTG HFH KLCRY

ISCR14b ? GAG GTG HFH KLCRY

ISCR15 ? GAG GTG HFH KLCRY

ISCR16 GTG HFH KLCRY

ISCR19 ? GGAG GTG HFH KLCRY

ISCR20 ? ? GTG HWH LVRRY

ISCR21 TGGCGCCAGTCCACATTTTCCATTATTTT ? ATG HWH KLRRY

ISCR22 TTGCTCCCCGAACCCCAATACTGTGTATTTG ? ATG HFH RLLRY

ISCR24 ? GAGG GTG HFH KLCRY

ISCR27 ? GAGG GTG HFH KLCRY

ISCR19.1 ? GGAG GTG HFH KLCRY
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Tableau 8 (suite): Caractéristiques des éléments ISCR décrits lors de notre étude

ISCR oriIS Région oriIS (pb) POUT

ISCR1 TGGTTTATACTTCCTATACCC 232 TAAACG-N17-TAAGAT; TTCGGA-N16-TGNTTATAC

ISCR2 GCGTTTATTCTTCCTATACGT 235 TTGGAC-N18-TATTCT

ISCR3 GCGTTTGAACTTCCTATACGC 244 ?

ISCR4 GCGTTTGAATTTCCTATACTC 256 ?

ISCR5 GCGGTTGAACTTCCTATACTG 245 ?

ISCR6 GCGGTTGAACTTCCTATACCC 255 TTGCGCGGCCGCTTCCTACCCGCCAGACT

ISCR8 GCGGTTGAATTTCCTATCCGT 188 TTTCGAGGCCCAAAACTCGTGCCATACT

ISCR9 GCGGTTGAACTTCCTATACCC 245 ?

ISCR10 GCGTTTGAACTTCCTATACGC 256 ?

ISCR14b GTTTGAACTTCCTATACGC 244 ?

ISCR15 GCGGTTGAACTTCCTATACCC 256 ?

ISCR16 GCGGTTGAACTTCCTATACCC 256 ?

ISCR19 GCGTTTGAAATTCCTATACCC 246 ?

ISCR20 CTGAAATGACAGTTCCTATC 270 ?

ISCR21 GACTTTAAATGACAGTTCCTATA 337 GTTGACGGCAGAAATAGACTGGAATTAC

ISCR22 GCGGTTGGATTTCCTATCCTC 197 CTGAGACGCCCCAAACGTGTGCTATACT

ISCR24 GCGGTTGAACTTCCTATACCC 258 ?

ISCR27 GCGGTTGAACTTCCTATACCC 256 ?

ISCR19.1 GCGTTTGAATTTCCTATACCC 256 ?

Claire LALLEMENT | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 116

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


Deuxième partie : Comprendre l’implication de l’élément ISCR1 dans
l’expression des gènes en aval

ISCR1 est  le  membre  de  la  famille  ISCR le  plus  fréquemment  retrouvé  en  contexte

clinique. Son environnement génétique est composé en amont d’un intégron de classe 1

et  en  aval,  d’une  région  variable  composée  de  gènes  codant  pour  de  nombreuses

fonctions dont la résistance aux antibiotiques. Dans la littérature, une région promotrice

putative POUT comprenant deux  promoteurs potentiels PCR1-1 et PCR1-2 a été décrite au sein

de  la  région  oriIS  (Rodriguez-Martinez  et  al.  2006). Cependant  leur  rôle  dans  la

transcription des gènes en aval n’avait pas été étudié expérimentalement au début de ce

travail de thèse. Nous avons donc commencé par répertorier la diversité des gènes en

aval  de  la  transposase  RCR1  et  avons  identifié  67  gènes  différents.  De  façon

intéressante,  dans  la  majorité  des  cas  (84%),  la  séquence  codante  était  sur  le  brin

« top », c’est-à-dire dans le sens de la transcription des promoteurs POUT (Table S4). Près

de la moitié de ces gènes codent pour des résistances à des antibiotiques de différentes

familles. 

Nous avons ensuite étudié le rôle des promoteurs putatifs PCR1-1  et PCR1-2   de la région

oriIS dans l’expression de deux gènes de résistance aux antibiotiques blaCTX-M-9 et dfrA19

qui sont les plus fréquemment présents dans la Genbank® en aval de ISCR1. Nous avons

montré par des études avec un gène rapporteur lacZ que, la présence de la région oriIS

(donc des promoteurs PCR1-1  et PCR1-2) augmentait l’expression de lacZ d’un facteur 15 et

13 fois respectivement pour les POUT en amont des gènes blaCTX-M-9 et dfrA19. 

Nous avons vérifié par étude des CMI que la région oriIS en amont du gène blaCTX-M-9 était

effectivement essentielle pour exprimer un phénotype de résistance au céfotaxime. Ce

travail  a  fait  l’objet  d’un  manuscrit  soumis  avec  révisions  favorables  à  Frontiers  in

Microbiology. 
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Abstract

The ISCR1 (Insertion sequence Common Region) element is the most widespread member of the

ISCR family, and is frequently present within γ-proteobacteria that occur in clinical settings. ISCR1

is always associated with the 3’Conserved Segment (3’CS) of class 1 integrons. ISCR1 contains

outward-oriented promoters POUT, that may contribute to the expression of downstream genes. In

ISCR1, there are two POUT promoters named PCR1-1 and PCR1-2. We performed an in silico analysis of

all publically available ISCR1 sequences and identified numerous downstream genes that mainly

encode antibiotic resistance genes and that are oriented in the same direction as the POUT promoters.

Here, we showed that both PCR1-1 and PCR1-2 significantly increase the expression of the downstream

genes  blaCTX-M-9  and  dfrA19. Our data highlight the role of ISCR1 in the expression of antibiotic

resistance genes, which may explain why ISCR1 is so frequent in clinical settings. 
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Introduction

Antimicrobial  resistance  is  often  mediated  by  the  dissemination  of  antibiotic  resistance  genes

(ARG) that are carried by mobile genetic elements (MGEs) including plasmids, insertion sequences

(IS),  transposons  (Tn)  and  integron  gene  cassettes  (Partridge,  2011) which  are  harboured  by

bacteria across all phyla and environments  (Aminov, 2011). In addition, some MGEs may carry

promoters that ensure or increase expression of downstream ARG. Several IS including IS1999,

ISEcp1, ISKpn23 (reviewed in  (Vandecraen et al., 2017)) display a complete outwardly oriented

functional promoter usually referred as POUT that enhances expression of downstream ARGs. Other

IS like IS1 or IS257 only contain the -35 element that generates a hybrid functional promoter when

associated with a downstream putative -10 element (Goussard et al., 1991; Simpson et al., 2000).

Most often, these IS-borne promoters allow sufficient expression of ARGs to confer the antibiotic

resistance phenotype. IS from the ISCR family are related to the IS91 family and display a rcr gene

encoding a putative RCR transposase belonging to the ubiquitous HUH endonucleases superfamily

(Chandler et al., 2013). HUH transposases of the IS91 family catalyse the transposition of their

cognate IS by the rolling-circle replication of the element from one boundary, named oriIS, to the

other referred to as the terIS (del Pilar Garcillán-Barcia et al., 2001; Tavakoli et al., 2000; Yassine

et al., 2015).  However, so far, there is no experimental evidence for transposition of any of the

ISCR elements. Four out of the fifteen members of the ISCR family are commonly found in γ-

proteobacteria,  namely  ISCR1,  ISCR2,  ISCR3 and  ISCR5,  and  ISCR1 predominates  in  strains

isolated in clinical settings (Toleman et al., 2006). ISCR1 was first identified as a conserved region

disrupting the 3’ conserved segment (3’CS) of class 1 integrons (Figure 1A) (Stokes et al., 1993).

The region downstream of  ISCR1 (oriIS  side)  is  variable  and often  associated  with  antibiotic

resistance genes  (Arduino et  al.,  2002;  Rodríguez-Martínez et  al.,  2007;  Toleman et  al.,  2006;

Wachino et al., 2011). Previous studies identified the presence of two putative promoters located on

the  oriIS  side of  the  ISCR1,  namely  PCR1-1  and PCR1-2,  suggesting  that  ISCR1 could  impact  the

expression of downstream genes (Figure 1B)  (Mammeri et al., 2005; Rodriguez-Martinez et al.,

2006). To assess the potential function of these promoters in the expression of downstream genes,

we first  performed  an  extensive  in  silico analysis  of  all  ISCR1 sequences  publically  available

(GenBank®)  to  determine  the  diversity  of  putative  downstream  ARGs.  Here,  we  show

experimentally by means of a reporter gene assay that ISCR1 directly contributes to the expression

of different ARGs via these two POUT promoters.
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Material and Methods

Bacterial strains and plasmids

Bacterial strains and plasmids are listed in Table S1. Bacterial strains were grown in Luria-Bertani

(LB) broth at 37 °C. Media were supplemented with kanamycin (25 µg/mL) when required.

Plasmid constructions

We used the reporter plasmid pSU38ΔtottotlacZ and three derived plasmids in which  ISCR1 and/or

regions  adjacent  to  ISCR1 were  inserted in  transcriptional  fusion  with  the  reporter  gene  lacZ.

Fragments  of  ISCR1 and/or  regions  adjacent  to  ISCR1 were  amplified  from  two  Salmonella

enterica subsp.  enterica strains carrying ISCR1 followed by either  blaCTX-M-9, or  dfrA19 genes as

they belong to the most prevalent antibiotic resistance gene families found in the variable region

downstream ISCR1. Primers (Sigma-Aldrich®) used for cloning are listed in Table S2. For each

construction, amplifications were performed using the Phusion® polymerase (ThermoFisher). PCR

products were loaded and visualized by means of a 0.8 % agarose gel, extracted and purified with

the Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA). PCR products

were cloned into the EcoRI and BamHI unique restriction sites of pSU38ΔtottotlacZ. Transformants

were selected on LB medium supplemented with kanamycin.  Recombinant plasmids were verified

by PCR with primers targeting the insert and by sequencing.

β-galactosidase assays

β-galactosidase assays were performed as previously described (Miller, 1993) for nine independent

assays for each construct. 

Minimum inhibitory concentration (MIC) determination 

MICs were performed by the microdilution method in Muller-Hinton broth in three independent

experiments as recommended by the French Antibiogram committee guidelines (http://www.sfm-

microbiologie.org/UserFiles/files/casfm/CASFMV1_0_MARS_2017.pdf)  

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test with two paired groups.

GenBank® ISCR1 element sequence analysis
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The  amino  acid  sequence  of  the  RCR1  transposase  encoded  by  ISCR1 (Accession  Number

CAJ84008) was blasted with BlastP (NCBI). The matching sequences were filtered to retain RCR1

peptide sequences with an amino acid identity level (equal or) higher than 98%. Corresponding

nucleotide  sequences  in  which  the  oriIS  region  was  partial  or  truncated  were  discarded.  The

remaining nucleotide sequences were sorted out in 93 groups according to the nature of the first

gene adjacent to ISCR1: non-annotated nucleotide sequences with identified open reading frame

(ORF) longer than 150 bp were included into the analysis. To define a novel gene group, we used a

cut-off of 95% amino acid identity of the encoded protein, except for antimicrobial resistance genes

(ARGs) for which a single amino-acid variation was used as threshold for inclusion into a group.

Finally, one nucleotide sequence representing each gene group was submitted to blastN to identify

previously non-annotated nucleotide sequences (only 100% identical sequences were kept). This

data extraction was performed on 2017-01-19. 

Quantification of blaCTX-M-9 and dfrA19 transcripts

Total  RNA was  extracted  with  the  NucleoSpin® RNA extraction  Kit  (Macherey-Nagel  Inc.)  .

Contaminating DNA was removed from RNA samples by using the Turbo DNA-free kit (Ambion).

cDNAs were  synthesized  from 1  μg  of  DNase-treated  total  RNA by  using  PrimeScript™  RT

Reagent kit (Takara Clontech). cDNA was quantified by PerfeCta® SYBR® Green FastMix® kit

(QuantaBiosciences™) with adequate oligonucleotides (Table S2). Three independent experiments

were performed, each in triplicate. Relative expressions of the  blaCTX-M-9  (Primers 16 and 17) and

dfrA19 (Primers 18 and 19) genes were estimated by normalizing transcript copy number to those

of the housekeeping gene rpoB (Primer 20 and 21). The impact of ISCR1 oriIS has been calculated

as ratio between the relative expression of each gene in presence and in absence of the ISCR1 oriIS.

Results and discussion

Diversity of the ISCR1 downstream genes

In this study, 1127 distinct sequences containing the ISCR1  element  extracted from GenBank®

were  analysed  in  silico. The  majority  of  these  sequences  was recovered  from γ-proteobacteria

(99.9%) while others were found to be present in uncultured bacteria (n=4) (Table S3). All ISCR1

sequences in this study were associated with the 3’ CS region of class 1 integrons (left-hand side,

Figure 1). In contrast, the downstream region of ISCR1 was identified to be very variable (right-

hand side, Figure 1). Interestingly, a large percentage of the analysed ISCR1 elements (n= 946,
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84%) carried an adjacent gene oriented in the same direction as the rcr1 encoding transposase gene

(top strand). This suggests that these genes might be expressed from the ISCR1 POUT promoters

(Figure 1). The functions of these top strand genes adjacent to ISCR1 fell into three categories

(Table S4). The most represented genes (n=429) encoded truncated insertion sequence transposases,

most often ISEc28 (n=418), more rarely ISEc29, ISAba125 or ISEcp1 (Table S4). The second most

important group (n=379) was identified as known or putative ARGs encoding resistance to five

families of antibiotics: trimethoprim (n=125), β-lactams (including extended-spectrum β-lactamase,

ESBL, genes) (n=121), quinolones (n=113), chloramphenicol (n=12) and aminoglycosides (n=8).

For each antibiotic family,  different genes or alleles were identified,  that may lead to different

resistance phenotypes (Table S4). The last group (n=138) includes genes involved in other cellular

process or genes of unknown function (Table S4).

ISCR1 contributes to the downstream expression of ARGs via its POUT promoters

To investigate the impact of POUT promoters on the expression of downstream genes, we focused on

the two following ARGs:  blaCTX-M-9  (conferring an Extended-Spectrum Beta-Lactamase resistance

phenotype) (Accession Number:  AM234698) and  dfrA19 (resistance to trimethoprim) (Accession

Number:  AF174129),  which  were  the  ARG  sequences  most  frequently  found  in  our  in  silico

analysis. Their coding sequences are located 94 bp and 532 bp away from the oriIS, respectively

(Figure 2); this distance is thereafter referred as to the intergenic region or IGR. We cloned each

IGR in front of the promoter-less lacZ gene in absence or in presence of the ISCR1 oriIS region

(that contains the POUT promoters) and compared the resulting β-galactosidase activities. When the

lacZ coding sequence was preceded by each IGR alone, the level of β-galactosidase activity ranged

from 84 MU (Miller Units) to 155 MU for dfrA19, and blaCTX-M-9, respectively (Figure 3A, pULP1

and Figure 3B, pULP3). These results indicate the presence of a functional promoter in each IGR.

Accordingly, a conserved σ70 promoter sequence was identified in the IGR of blaCTX-M-9 (TTGCTT-

N15-TAATGA) and dfrA19 (TTGAAG-N15-TGN-AATCAT), which could account for the observed

β-galactosidase expression (Figure 2). However, when both the oriIS and the IGR were present, the

β-galactosidase activity was enhanced by 13- and 15-fold for  dfrA19 and  blaCTX-M-9,  respectively

(Figure 3A, pULP2 and Figure 3B, pULP4). These results indicate that the ISCR1 oriIS region

significantly increases the expression level of downstream genes and confirm that ISCR1 harbours

a functional POUT promoter.  We thus showed that both ISCR1 oriIS and IGR are involved in gene

expression of dfrA19 and blaCTX-M-9. However, as we observed in our in silico analysis (Table S4),

the sequence and length of the IGR vary from 0 to 1211 bp. Further analysis with other ISCR1
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elements with different downstream genes are needed to elucidate to which extent the sequence of

the IGR contribute to downstream gene expression.

To determine whether the positive effect of the ISCR1 oriIS on the expression of the downstream

gene relies on the two POUT promoters, PCR1-1  (TAAACG-N17-TAAGAT) and PCR1-2 (TTCGGA-N18-

TTTATA), we constructed derivatives of pULP2 (oriIS-IGRCTX-M-9-lacZ) in which the putative -10

element, of either PCR1-1 or PCR1-2 or both promoters was mutated. Mutation of PCR1-1 (pULP5) or PCR1-

2  (pULP6) reduced by 85% and 40% respectively the overall β-galactosidase activity compared to

the pULP2 wild-type construction (Figure 2A).  Concomitant mutations of both PCR1-1  and PCR1-2

dropped the expression to the basal level detected in absence of  oriIS (Figure 3A, pULP7 versus

pULP1).  These  results  indicated  that  both  PCR1-1  and  PCR1-2  are  functional  and,  together,  are

responsible  for  the  contribution  of  ISCR1 to  the  expression  of  downstream top  strand  genes.

Consistently,  several  earlier  reports  mapped  transcriptional  START sites  in  the  oriIS  that  are

compatible with the PCR1-1 and PCR1-2 (Mammeri et al., 2005; Rodriguez-Martinez et al., 2006). PCR1-1

appears also to be stronger than PCR1-2  in agreement with its higher conservation degree of its -10

hexamer, with respect to the σ70 consensus sequence (4 bases out of 6 versus 3 for PCR1-2).  These

tandem promoters display a synergistic effect but the exact underlying mechanisms remain to be

elucidated.  

The ISCR1 oriIS is required to confer the blaCTX-M-9-mediated resistance

To assess whether  the increased level  of  gene expression due to  the ISCR1 oriIS region has a

phenotypic impact, we measured the level of resistance conferred by dfrA19 and blaCTX-M-9 genes in

absence or in presence of the  oriIS region in  Escherichia coli. For this purpose, each gene was

cloned  in  pSU38ΔtottotlacZ (Table  S1)  with  its  own  IGR preceded  or  not  by  the  oriIS  region.

Subsequently, we determined the MIC of the respective clones in presence of the corresponding

antibiotic  (cefotaxime  or  trimethoprim)  (see  below).  The  Escherichia  coli MG1655lac-strain

harboring the empty plasmid (pSU38ΔtottotlacZ) was susceptible to both cefotaxime (MIC < 0.5 µg/

mL) and trimethoprim (MIC < 4 µg/mL). When MG1655lac- is transformed with a pSU38ΔtottotlacZ

derivative that harbours the blaCTX-M-9 coding sequence alone (pULP13) or preceded by its own IGR

(pULP12), the MIC for cefotaxime was also < 0.5 µg/mL. The MIC for cefotaxime significantly

increased in pULP11 which contains both IGR and oriIS region (MIC>512 µg/mL). These findings

demonstrated that the ISCR1 oriIS region is required for blaCTX-M-9 to confer a cefotaxime resistant

phenotype, most likely mediated by the activity of PCR1-1 and PCR1-2. We performed quantification of

transcripts and showed that the blaCTX-M-9  transcript number increased by 99-fold (98.82 ± 8.29) in

presence of IGR. These results correlate with MIC findings.
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In contrast, when preceded by its IGR, the level of trimethoprim resistance conferred by  dfrA19

was similar in absence or in presence of the oriIS region (pULP08 MIC= >2048 µg/mL, pULP09

MIC = >2048 µg/mL),  while  the  dfrA19 coding sequence alone  did  not  confer  any resistance

(pULP10, MIC < 4 µg/mL). Susceptibility to higher concentrations of trimethoprim could not be

determined since they excess its solubility in DMSO. The dfrA19 resistance gene confers a higher

level of resistance compared to other dfrA alleles, such as dfrA10 for example (MIC: 500 µg/mL)

(Parsons et al., 1991). We observed a similar resistance phenotype (trimethoprim MIC = >2048 µg/

mL) in absence or in presence of the  oriIS region. These results were surprising according to β-

galactosidase results  obtained with or  without  the IGR sequence (Figure 3).   Quantification of

transcripts of dfrA19 confirmed that the IGR plays a role in the expression of the gene. Indeed, we

obtained a 20-fold change of transcript number (20.03 ± 4.1,  dfrA19) in presence of IGR. Such

dissociation between the resistance phenotype and the level of gene expression has been previously

described (Barraud and Ploy, 2015). Furthermore, this might also be explained by the nature of the

enzyme encoded by  dfr genes.  Indeed,  DFR enzymes are insensitive towards  trimethoprim,  so

neither a high concentration of antibiotic nor the quantity of DFR enzymes will affect the level of

resistance. Little is known about the dfrA19 gene and noticeably, it seems to only occur associated

with ISCR1 element. 

Conclusions

Our data highlight the functionality of the two POUT promoters carried by the ISCR1 element. The

fact that those two functional POUT promoters contribute to the expression of various downstream

genes,  including antibiotic  resistance  genes  may  explain  why ISCR1 is  so frequent  in  clinical

settings. Indeed, ISCR1 gives an advantage to the bacteria for antimicrobial resistance expression

and one can hypothesize that antibiotic selective pressure has promoted the selection of ISCR1-

carrying bacteria.  
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Figures 

Figure 1: Structure of ISCR1.

 A. Schematic representation of the ISCR1 element in its genetic context. ISCR1 is inserted 24 bp

downstream of  the  sul1 gene  (sulfonamide  resistance  gene)  found  in  the  class  1  integrons  3’

Conserved Segment (3’CS). ISCR1 is flanked by an oriIS- (232 bp) and a terIS-containing region

(379 bp). It includes a rcr1 transposase gene, the Prcr1 promoter for rcr1 and two putative outward

PCR1-1  and  PCR1-2  promoters.  A variable  region  is  located  downstream  ISCR1,  separated  by  an

intergenic region. The oriIS-containing region is boxed. 

B. Nucleotide sequence of the 232 bp oriIS-containing region of ISCR1. The oriIS sequence that

delimitates  ISCR1 is  highlighted.  The  -35  and  -10  elements  of  the  putative  PCR1-1  and  PCR1-2

promoters are written in bold. Their corresponding transcriptional start sites as previously mapped

are indicated in italics.
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Figure 2. Structure of the genetic context of blaCTX-M-9 and dfrA19 genes downstream of ISCR1

A. Schematic representation of the genetic context of  blaCTX-M-9  as found in our  in silico analysis,

located  94bp  away  from  ISCR1  (Accession  Number:  AF174129).  PCTX-M-9  indicates  a  putative

promoter for blaCTX-M-9 located in the intergenic region, 28bp away from ISCR1.

B.  Schematic representation of the genetic context of  dfrA19 as found in our  in silico  analysis,

located  532bp  away  from ISCR1  (Accession  Number:  AM234698).  PdfrA19  indicates  a  putative

promoter for dfrA19 located in the intergenic region, 328bp away from ISCR1.
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Figure 3: Activities and characterization of the ISCR1 POUT promoters

β-galactosidase  activities  were  measured  from  lacZ-transcriptional  fusions  with  the  intergenic

region (IGR) cloned either in absence (oriIS-) or in presence (oriIS+) of the 232 bp long ISCR1

oriIS region. The genes tested were blaCTX-M-9 (A) and dfrA19 (B). Derivatives in which one or both

PCR1 promoters were mutated were also tested for  blaCTX-M-9 (A).  Constructions are described in

Table S1. The results are the average of at least three independent experiments. *: p<0.001
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Supplementary material

Table S1: Strains and plasmids used in this study.

Strains/plasmids Genotype or description Source or

reference
Bacterial Strains
Salmonella  enterica  subsp.

enterica serovar Montevideo C1

                Clinical isolate carrying

                 ISCR1-blaCTX-M-9  

Laboratory

collection
Salmonella  enterica  subsp.

enterica serovar Keurmassar

                 Clinical isolate carrying

                  ISCR1-dfrA19  

(Garnier  et

al., 2006)
Escherichia  coli  K-12

MG1655lac-

(Espéli  et  al.,

2001)
Plasmids
pSU38totlacZ Vector carrying lacZ coding sequence with no 

promoter.

(Jové  et  al.,

2010)
pULP1 94bp IGRblaCTX-M-9 cloned into pSU38ΔtottotlacZ 

(primers 2 and 3 from isolate C1).

This study

pULP2 oriIS and 94bp IGRblaCTX-M-9 cloned into 

pSU38ΔtottotlacZ (primers 1 and 3 from isolate C1).

This study

pULP3 532bp IGRdfrA19 cloned into pSU38ΔtottotlacZ 

(primers 4 and 5 from S. Keurmassar).

This study

pULP4 oriIS 532bp IGRdfrA19 cloned into 

pSU38ΔtottotlacZ (primers 1 and 5 from isolate 

Keurmassar).

This study

pULP5 pULP2 mutated with primers 6 and 7 This study
pULP6 pULP2 mutated with primers 8 and 9 This study
pULP7 pULP6 mutated with primers 8 and 9 This study
pULP8 oriIS, 532bp IGRdfrA19 and dfrA19 cloned into 

pSU38ΔtottotlacZ (primers 15 and 13 from isolate 

Keurmassar).

This study

pULP9 532bp IGRdfrA19 and dfrA19 cloned into 

pSU38ΔtottotlacZ (primers 14 and 13 from isolate 

Keurmassar).

This study

pULP10 dfrA19 cloned into pSU38ΔtottotlacZ (primers 12 

and 13 from isolate Keurmassar)

This study

pULP11 oriIS, 94bp IGRblaCTX-M-9 and blaCTX-M-9  cloned 

into pSU38ΔtottotlacZ (primers 1 and 10 from 

isolate C1).

This study

pULP12  IGRblaCTX-M-9 and blaCTX-M-9 cloned into This study
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pSU38ΔtottotlacZ (primers 5 and 10 from isolate 

C1).
pULP13 blaCTX-M-9  cloned into pSU38ΔtottotlacZ (primers 11 

and 10 from isolate C1)

This study

Table S2: Primers used in this study.

PrimersSequence (5’-3’)
1 CCGGAATTCCGACCCCAAATCCAACACTG
2 CCGGAATTCGAGGCGCGACAGAAAAATCG
3 CGCGGATCCATCATCCGTTGCACTCTCT
4 CCGGAATTCAGTAGTGTCCCCTGTCGGTTTG
5 CGCGGATCCTCAAGTTGTGGGTGACTCATTAAAACTCCAAACCAGTCG
6 GTGAGGGAATTTCAGGCGAGGCACTTCGGATGAGGAGCAAAAAGG
7 GCTCCTCATCCGAAGTGCCTCGCCTGAAATTCCCTCACTCGTTTAC
8 TGAGGAGCAAAAAGGTCGCTGCTACTTCCTATACCCGAGGCGCGAC
9 GCGCCTCGGGTATAGGAAGTAGCAGCGACCTTTTTGCTCCTCATCC
10 GCGGGATCCTTACAGCCCTTCGGCATGATT
11 CGCGAATTCATGGTGACAAAGAGAGTGCA
12 GCTAGGATCCATGAGTCACCCACAACTTG
13 TGCACTGCAGTTCTCGAGCCAATAATG
14 GATAGGATCCAGTAGTGTCCCCTGTCG
15 TTCAGGATCCGACCCCAAATCCAACACTG

Table S3: Bacterial genera in which complete ISCR1 along with its adjacent genes were recovered

(n=1127, 19/01/2017).

Bacterial genus Number of hits
Acinetobacter 346
Klebsiella 235
Enterobacter 212
Escherichia 150
Salmonella 36
Vibrio 26
Pseudomonas 20
Citrobacter 17
Autres 17
Proteus 16
Serratia 13
Providencia 11
Aeromonas 10
Shigella 6
Shewanella 6
Morganella 6
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Table S4:  Diversity  of  genes located of the top strand downstream ISCR1  (n=946).  Genes are

classified  according  to  the  function  of  the  encoded protein.  Results  are  detailed  for  antibiotic

resistance genes (n= 379).

Function (strand) Gene Distance to

ISCR1 (bp)

Number (%) of sequences

Insertion sequences 0-229 429 (45.3%)
Other or unknown functions 7-1211 138 (14.6%)
Resistance to antibiotics 24- 983 379 (40.1%)
    Resistance to trimethoprim 125 (13.2%)

dfrA3b 123 9
dfrA10 149 14
dfrA19 494-534 101
dfrA24 261 1

Resistance to β-lactamslactams 121 (12.8%)
 blaCMY-9 114 5

blaCMY-11 182 1
blaCTX-M-1 94 1
blaCTX-M-2 266 47
blaCTX-M-9 94 25
blaCTX-M-14 94-377 2
blaCTX-M-131 266 1
blaCTX-M-165 266 2
blaPER-1 80-126 26
blaPER-4 90-123 3
blaPER-7 92-93 8

Resistance to quinolones 113 (11.9%)
qnrA1 24-166 104
qnrA3 24-77 5
qnrVC6 30 3

Resistance to chloramphenicol 12 (1.3%)
catA2 500-983 8
putative catA 528 3
floR 403 1

Resistance to aminoglycosides 8 (0.8%)
aphA6 140-258 7
rmtB 120 1
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Troisième partie : Étudier les mécanismes de régulation de l’expression
du gène de la transposase rcr1. 

Nous avons,  dans un premier temps,  caractérisé les séquences promotrices du Prcr1.

Nous avons déterminé les séquences -10 (5’-TACTGT) et -35 (5’-TGGACG) comme celles

impliquées dans la transcription du gène de la transposase. Nous avons ensuite montré

que le promoteur Prcr1 était régulé négativement par la protéine LexA. Cependant, la

levée de l’inhibition par la protéine LexA n’entraînait qu’une faible expression du gène

de  la  transposase.  Nous  avons  voulu  déterminer  s’il  existait  d’autres  voies  de

régulations. Après une étude in silico de la région terIS contenant la région promotrice,

plusieurs régulateurs potentiels ont été évoqués pour la régulation de ce promoteur.

Nous avons en premier étudié deux régulateurs globaux CRP et IHF qui ont montré un

comportement sensiblement identiques vis à vis de Prcr1. Nous avons montré que, en

conditions d’expression de Prcr1 via la réponse SOS, CRP et IHF ont un effet répresseur

sur  l’expression  du  gène  de  la  transposase  RCR1.  Ces  2  régulateurs  CRP  et  IHF

interviennent aussi dans la régulation de l’expression de la protéine OmpR, régulateur

majeur de la réponse au stress osmotique. Dans un mutant ΔompR, nous avons montré

que le promoteur Prcr1 n’est plus du tout exprimé lors de conditions de dérépression

constitutive  par  la  protéine  LexA.  Cela  signifie  que  la  protéine  OmpR  participe  à

l’expression du gène de la transposase. Afin de déterminer par quel stimulus la protéine

OmpR joue un rôle sur le Prcr1, nous avons testé l’activité de celui-ci dans des conditions

hypo-osomotiques. Nous avons observé que le Prcr1 est surexprimé dans ces conditions,

tout comme le promoteur du gène ompF, membre du régulon OmpR. Cela signifie que

l’expression du gène de la transposase de l’élément ISCR1 est à la fois sous la régulation

négative de la protéine LexA et sous la régulation positive de la protéine OmpR dans

des conditions de stress hypo-osmotiques. 
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I. Caractérisation du promoteur du gène de la transposase RCR1 de ISCR1

L’étude de la régulation de l’expression du gène rcr1 codant la transposase de l’élément

ISCR1 implique  au  préalable  la  localisation  de  son  promoteur.  Avant  notre  travail,

aucune  séquence  promotrice  du  gène  rcr1 n’avait  été  identifiée.  Des  analyses  des

séquences ISCR1 effectuées avant mon arrivée au laboratoire avaient permis d’identifier,

au sein de la région  terIS, des séquences  promotrices -10, -35 et un motif TGN (motif

connu pour augmenter le recrutement de l’ARNpol)(Burr et al. 2000) comme pouvant

constituer  le  promoteur  du  gène  rcr1 (Figure  33).  Afin  de  vérifier  le  rôle  de  ces

séquences dans l’expression du gène  rcr1, nous avons construit des variants avec des

mutations ciblées sur les positions les plus conservées par rapport au consensus σ70 de

E. coli :

• l’élément -10 de 5’-TACTGT 5’→5’ -CGCTGT

• l’élément -35 de 5’-TGGACG  5’-→5’ CCGCAG

• le motif TGN de 5’-TGA  5’→5’ ACA 

De façon surprenante, nous n’avons pas détecté d’activité du promoteur Prcr1 (< à 1

unité  Miller)  que  ce  soit  avec  le  promoteur  natif  ou  ses  dérivés  mutés  (Tableau 9).

Comme indiqué dans la première partie de nos résultats, nous avons analysé  in silico

qu’une séquence consensus de fixation de la protéine LexA était présente au niveau de

la région promotrice du gène de la transposase rcr1. Nous avons donc émis l’hypothèse

que l’absence d’activité du promoteur Prcr1 était due à une répression par LexA. Nous

avons  donc  transformé  les  différents  plasmides  Prcr1,  Prcr1-10mut,  Prcr1-35mut  et

Prcr1TGN dans la souche MG1655lacZ-  (WT) et dans la souche délétée du gène  lexA,

MG1655ΔlexAlacZ-. 
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Tableau 9: Activité β-galactosidase du promoteur Prcr1 et de ses dérivés mutés

WT : MG1655lacZ- ; ΔlexA : MG1655ΔlexAlacZ- ; p-value calculée pour 6 valeurs indépendantes.

Activité β-galactosidase (uMiller)

Constructions WT ΔlexA p-value

Prcr1 0,51 ± 0,16 5,1 ± 1,64 <0,01

Prcr1-10mut 0,3 ± 0,08 0,27 ± 0,22 NS

Prcr1-35mut 0,58 ± 0,02 1,03 ± 0,06 NS

Prcr1TGNmut 0,35 ± 0,1 12,13 ± 2,85 <0,01

En l’absence de la protéine LexA, nous avons effectivement détecté une activité pour le

promoteur Prcr1 mais pas pour les mutants en -10 et en -35. Ces résultats indiquent que

Prcr1 est bien un promoteur actif et que la séquence qui avait été identifiée comme

putative est bien fonctionnelle. De plus, les résultats montrent que Prcr1 est sous la
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Figure 33: Séquence complète de la région terIS de l'élément ISCR1, contenant la région promotrice
du Prcr1

La région terIS complète qui contient le promoteur du gène rcr1 de la transposase avec élément -35 (en
bleu),  -10 (en rose) et le motif  TGN (en gras).  Sont indiqués le site de fixation du ribosome (RBS en
orange) ainsi que le codon START du gène de la transposase (en violet). L’opérateur LexA a été identifié
au sein des séquences promotrices du Prcr1 (en gras et en italique).
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dépendance de la réponse SOS. Cependant, même en absence de LexA, l’activité, bien

qu’augmentée reste faible (5,1 unités Miller)(Tableau 9). 

Les  mutations  apportées  au  motif  TGN  ne  semblent  pas  avoir  eu  d’impact  pour

l’expression du gène lacZ. En effet, la construction concernée n’inactive pas l’activité du

Prcr1 (Tableau 9). Le motif TGN déterminé in silico ne semble pas avoir de réel rôle dans

l’expression de la transposase de l’élément ISCR1. L’élément TGN, bien que connu pour

augmenter le recrutement de l’ARNpol, n’est néanmoins pas essentiel pour l’amorçage

de l’ARN polymérase (voir  Chapitre III. L’expression et la régulation des gènes chez

les  procaryotes).  L’augmentation  significative  de  l’activité  de  la  construction

pPrcr1TGNmut (p-value <0,01) en ΔlexA peut être due au fait que cette construction est

synthétique et nous n’avons pas d’explications à ce jour. 

II. Régulation SOS du promoteur de la transposase rcr1

Afin de confirmer les résultats précédents suggérant que Prcr1 est sous la dépendance

de  la  réponse  SOS,  nous  avons  testé  l’activité  de  Prcr1 dans  plusieurs  souches  en

comparaison avec la souche MG1655lacZ- (WT) : et MG1655ΔlexAlacZ-, souche délétée

du gène lexA engendrant une réponse constitutive de Prcr1, MG1655ΔrecAlacZ- délétée

du  gène  recA qui  est  un  gène  essentiel  au  déclenchement  de  la  réponse  SOS  et

MG1655lacZlexAind3malF-  qui  ne  permet  pas  l’autoprotéolyse  de  LexA  même  en

présence d’un inducteur de la réponse SOS. Nous avons dans chacune de ces souches

réalisé les expériences avec et sans ajout de mitomycine C qui est un agent inducteur de

la réponse SOS. 
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Les résultats confirment que Prcr1 est bien sous la dépendance de la réponse SOS. En

effet,  lors  du  traitement  à  la  MMC,  agent  générant  des  dommages  à  l’ADN,  nous

observons  une  augmentation  de  l’expression  de  Prcr1 de  6  fois  dans  la  souche

MG1655lacZ-  (Figure  34).  Avec  les  souches  MG1655ΔrecAlacZ-  et

MG1655lacZlexAind3malF-  qui  ne permettent pas la  levée de la  répression par LexA,

nous  ne  détections  pas  d’activité  β-galactosidase  (<1  unité  Miller)(Figure  34,

MG1655ΔrecAlacZ- et MG1655lacZlexAind3malF-, Prcr1). 

Nous avons ensuite muté le site putatif de fixation pour la protéine LexA. Les mutations

ont  été  ciblées  sur  les  positions  critiques  du  palindrome  de  l’opérateur  LexA

(pPrcr1lexA*). Ainsi, la protéine LexA ne peut plus se fixer et le promoteur n’est plus

réprimé. Nous avons testé l’activité de ce promoteur dans la souche MG1655lacZ- (WT)

et dans la souche MG1655ΔlexAlacZ-.
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Figure 34: Activité de Prcr1

Moyenne  de  6  expériences  indépendantes  pour  le  promoteur  Prcr1 du  gène  de  la  transposase  de
l’élément ISCR1 en conditions non traitées (histogrammes vides) ou traités avec 1,6 µg/mL de mitomycine
C  (MMC)(histogrammes  hachurées)  dans  les  souches  MG1655lacZ-  (gris),  MG1655ΔlexAlacZ-  (rouge),
MG1655ΔrecAlacZ- (jaune) et MG1655lacZlexAind3malF- (violet). NS : non significatif ; *** : p-value <0,01 ;
calculées avec le test de Mann-Whintey. 
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Tableau 10: Impact des mutations du site de fixation de LexA sur l'activité dePrcr1

WT : MG1655lacZ- ; ΔlexA : MG1655ΔlexAlacZ- ; p-value calculée pour 6 valeurs indépendantes ; NS : non
significatif

Activité β-galactosidase (uMiller)

WT ΔlexA p-value

Prcr1 0,51 ± 0,16 5,1 ± 1,64 <0,01

Prcr1lexA* 5,97 ± 0,25 4,37 ± 0,25 NS

p-value <0,01 NS

Nous observons que lorsque le site de fixation de LexA est muté (Prcr1lexA*),  il  y  a

augmentation de l’activité du promoteur Prcr1, avec un facteur identique (5 fois) à ce qui

est  obtenu  pour la  différence  d’expression  de Prcr1 entre  les  souches  WT et ΔlexA

(Tableau 10). Ceci confirme donc que le promoteur Prcr1 est réprimé par LexA et qu’il

peut être induit (mais à un niveau faible) en présence d’un inducteur de la réponse SOS. 

Afin de confirmer le rôle de la protéine LexA dans l’activité du promoteur Prcr1, nous

avons réalisé des expériences de retard sur gel entre la protéine LexA et la séquence

promotrice du gène de la transposase. 

Nous pouvons remarqué sur la figure 35 que la protéine LexA se fixe au promoteur du

gène de la transposase à partir d’une concentre de 150 µg/µL (Figure 35, puits 5). Cela

signifie que la protéine LexA se fixe bien sur le promoteur Prcr1. De façon intéressante,

la protéine LexA n’est plus capable de se fixer au promoteur lorsque le site de fixation

de  LexA  est  muté  au  sein  du  palindrome  (Figure  35,  PISCR1*).  Les  résultats  obtenus

confirment ceux obtenus précédemment en essais  β-galactosidase qui suggéraient le

rôle de la réponse SOS dans l’expression du gène  rcr1. Nous avons donc prouvé avec

cette expérience de retard sur gel que la protéine LexA réprime le promoteur Prcr1 en

se fixant à l’opérateur  LexA au sein de la séquence promotrice.
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III. Rôle des autres régulateurs transcriptionnels dans l’activité de Prcr1

III.A. Étude in silico

Dans  les  résultats  précédents,  nous  avons  vu  que  même  dans  la  souche

MG1655ΔlexAlacZ-,  lorsque  LexA  ne  réprime  plus  le  promoteur  de  rcr1,  le  niveau

d’expression de Prcr1 reste très faible (environ 5 uMiller). Nous avons donc voulu étudié

si le gène rcr1 était régulé par d’autres voies. Pour avoir une première idée de quel(s)

régulateur(s)  pourrai(en)t  être  impliqué(s)  dans  la  régulation  de  Prcr1,  la  région

complète  terIS  (370  pb)  comprenant  Prcr1 a  été  analysée  à  l’aide  d’une  banque  de
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Figure 35: La protéine LexA se fixe au promoteur Prcr1 

Des quantités variables de la protéine LexA (0 à 600 ng) sont mises en présence d’un
fragment  d’ADN  contenant  la  région  promotrice  du  gène  de  la  transposase  de
l’élément ISCR1 (80 ng) natif (Prcr1) ou muté au sein de l’opérateur LexA (Prcr1lexA*).  
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données de sites de fixation expérimentaux pour des facteurs de transcription: Prodoric

8.1 (http://www.prodoric.de/vfp/index2.php)(Grote et al. 2009; Münch et al. 2005). Tous

les régulateurs connus chez Escherichia coli ont été sélectionnés pour cette analyse. Les

critères appliqués à cette analyse étaient une sensibilité de 90 %, un score compris entre

la moyenne des scores expérimentaux ± l’écart-type et la position du site en fonction du

rôle du régulateur (activateur et/ou répresseur). Les résultats obtenus sont colligés dans

le tableau 11. 
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Tableau 11: Régulateurs déterminés lors de l'étude in silico et leurs fonctions

Régulateur Activateur /
Répresseur

Nature des voies de régulation Nombre de sites
trouvés dans la
région terIS (sur
les deux brins)

ArcA Les deux Régulateur global. Inhibition en conditions anaérobies 9

CRP Les deux Régulateur global. Impliqué dans le métabolisme des
sources en carbone secondaire 

5

CspA Les deux Réponse au stress froid 2

DnaA Les deux Initiation de la réplication du chromosome 4

FadR Les deux Dégradation des acides gras 3

FlhDC Les deux Mobilité « swarming » et synthèse du flagelle 1

FNR Les deux Régulateur global. Transition de la respiration aérobie
vers anaérobie

1

Fur Les deux Homéostasie du fer . >20

GlnG/ NtrC Les deux Assimilation de l’azote. 8

GlpR Répresseur Métabolisme du glycérol 2

H-NS Les deux Régulateur global. Organisation structurale générale
du chromosome.

3

IHF Les deux Régulateur global. Maintien de la structure de l’ADN.
Impliqué  dans  les  processus  de  réplication  des
plasmides, dans la transposition et la recombinaison
homologue. 

5

IciA / ArgP Les deux Transport de l’arginine et réplication de l’ADN 12

MalT Activateur Transport et catabolisme du maltose. 1 

MetJ Répresseur Transport et métabolisme de la méthionine. 4

MetR Les deux Biosynthèse de la méthionine et protection contre le
stress nitrique.

1

Mlc Répresseur Régulation des systèmes phosphotransférase (PTS) et
phosphoénolpyruvate (PEP).

3

NarL Les deux Régulateur  global.  Réponse  à  la  disponibilité  en
nitrates  et  en  nitrites.  Transport  d’électrons  en
anaérobiose et  voies de fermentations.

>20

OmpR Les deux Réponse au stress osmotique. 2

OxyR Les deux Réponse au stress oxydatif. 18

PdhR Les deux Complexe de la pyruvate deshydrogénase. 2

RcsAB Les deux Synthèse  de  l’acide  colanique  (capsule)  ,  division
cellulaire, synthèse des protéines périplasmique.

1
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Les régulateurs  Fis  et  Lrp ont  été  exclus  de cette  analyse car ils  n’ont  pas de sites

consensus décrits dans la base de données. Du fait de cette absence de vrai consensus,

tout séquence est un site potentiel de fixation de la protéine.

Cette analyse a mis en évidence de nombreux sites de régulations pour l’expression de

rcr1. Certains sites concernent des régulateurs globaux, impliqués dans de nombreuses

voies de régulations, tels que CRP, H-NS, etc. Certains sont impliqués dans la réponse

aux stress alors que d’autres concernent la régulation et/ou le transport de molécules

nécessaires  à  la  croissance  bactérienne.  L’observation  que  l’on  peut  tirer  de  cette

analyse  in  silico est  que  tout  type  de  régulateur  peut  se  fixer  au  promoteur  Prcr1.

L’expression de la transposase pourrait donc être induite en réponse à de nombreuses

modifications, que ce soit au niveau du métabolisme, de la structure de l’ADN ou des

stress environnementaux. 

III.B. Impact des régulateurs globaux 

Nous avons décidé d’étudier en premier lieu, deux régulateurs globaux, les protéines

CRP et IHF. Lors de l’analyse  in silico, nous avons déterminé plusieurs sites de fixation

pour ces deux protéines  (5 pour IHF et 6 pour CRP)(Figure 36) Nous avons tout d’abord

déterminé  l’impact  de  la  délétion  des  gènes  codant  pour  ces  deux  régulateurs  sur

l’activité de Prcr1 en conditions natives (pPrcr1) ou en conditions de dérépression LexA

(pPrcr1lexA*). Enfin, nous avons déterminé l’impact de la position des opérateurs IHF et

CRP sur l’activité du promoteur de Prcr1 en utilisant une séquence du terIS ne contenant

pas les sites potentiels de fixation pour les protéines IHF et CRP (pPrcr1s). 
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III.B.1. Influence du régulateur global IHF

Nous avons déterminé in silico 6 sites potentiels de fixation du régulateur IHF

dans la région terIS (Figure 35). La protéine IHF est impliquée dans le maintien global de

la structure de l’ADN bactérien. Cette protéine est un hétérodimère de deux sous-unités

α  et  β  codées  respectivement  par  les  gènes  ihfA et  ihfB (Haluzi  et  al.  1991).  Des

homodimères  peuvent  se  former  (α2  et  β2)  et  chez  Salmonella,  des  études  du

transcriptome ont  montré que les  trois  formes (αβ,  α2 et  β2)  contrôlent  des gènes

différents  (Mangan et al. 2006). La forme hétérodimère avec une sous-unité  α et une
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Figure 36: Séquence complète de la région terIS de l'élément ISCR1, contenant la région promotrice
du Prcr1 avec les opérateurs potentiels CRP et IHF

La région terIS complète qui contient le promoteur du gène rcr1 de la transposase avec élément -35 (en
bleu), -10 (en rose) et le motif TGN (en gras). Le site de fixation du ribosome (RBS en vert) ainsi que le
codon START du gène de la transposase (en violet) sont indiqués. L’opérateur LexA est représenté en gras
et en italique. Les sites putatifs de fixations pour la protéine CRP (en rose, n=6) et pour la protéine IHF
(en orange, n=5) ont été identifiés grâce à l’analyse  in silico.  Ces sites peuvent se chevaucher, comme
matérialisé en jaune. Le promoteur court (Prcr1s) est identifié de l’ATG jusqu’à la ligne épaisse noire alors
que le promoteur complet (Prcr1) correspond à la région complète. 

IHF
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sous-unité β de la protéine IHF possède un site de fixation de 16 pb riche en AT (Figure

37). La protéine IHF est surtout décrite pour sa capacité à courber l’ADN. En effet, celle-

ci est capable « d’enlacer » l’ADN afin de courber la double hélice jusqu’à environ 160°

(Rice 1997). Au delà de cette activité principale, la protéine IHF favorise le processus de

transposition des IS (Signon et Kleckner 1995) et est aussi impliquée dans la résistance

au  stress  acide  (Bi  et  Zhang  2014).  Selon  la  base  de  données  RegulonDB

(http://regulondb.ccg.unam.mx/), la protéine IHF régulerait 225 gènes chez E. coli K-12. 

Afin d’étudier l’impact de ce régulateur sur l’expression du gène de la transposase rcr1,

nous avons utilisé le mutant MG1655ΔihfA::KmFRTlacZ- (ΔihfA::KmFRT) déjà construit au

laboratoire,  nous  avons  tenté  d’exciser  la  cassette  KmFRT.  Cependant,  nous  avons

rencontré  des  difficultés  à  transformer  le  plasmide  pCP20,  qui  contient  l’enzyme

permettant l’excision. Il semblerait que l’absence de la protéine IHF pose problème pour

la  transformation  avec  ce  type  de  plasmides  dont  l’origine  de  réplication  est

thermosensible.  En  effet,  il  a  été  décrit  que  les  mutants  ΔihfA sont  sensibles  à  la

différence  de  température  (Bykowski  et  Sirko  1998).  Nous  avons  donc  conservé  la

cassette KmFRT. 
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Figure 37: Séquence consensus du site de fixation à la protéine IHF, régulateur global.

Obtenu  par  alignement  de  nucléotides  de  toutes  les  séquences  connues  expérimentalement
déterminées  pour  la  fixation  de la  protéine IHF  grâce au logiciel  WebLogo  (Crooks  et  al.  2004).  En
ordonnée, les bits correspondants à la conservation de la base à une position donnée et en abscisses, la
position des différentes bases dans le motif pour le site concerné. C  : Cytosine, T : Thymine, G : Guanine,
A : Adénine. Adapté de Prodoric 8.1 (http://www.prodoric.de/vfp/).
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Comme nous voulions aussi visualiser l’effet de l’absence de la protéine IHF dans des

conditions  de  dérépression  SOS  (en  absence  de  la  protéine  LexA),  nous  avons  en

parallèle  construit  un  double  mutant  MG1655ΔlexAΔihfA::KmFRTlacZ-

(ΔlexAΔihfA::KmFRT). Le promoteur Prcr1 a été testé dans ces conditions.

Tableau 12: Impact de la délétion du gène ihfA sur l'activité du promoteur Prcr1

WT : MG1655lacZ- ; Δsul1lexA : MG1655ΔlexAlacZ- ; ΔihfA::KmFRT : MG1655ΔihfA::KmFRTlacZ- et
Δsul1lexAΔsul1ihfA::KmFRT : MG1655ΔlexAΔihfA::KmFRTlacZ-. p-value calculée pour  au moins 6 valeurs

indépendantes. NS : non significatif

Activité β-galactosidase (uMiller)

WT ΔihfA::KmFRT ΔlexA ΔlexAΔihfA::KmFRT

Prcr1 0,49 ± 0,14 0,58 ± 0,49 4,32 ± 0,57 4,05 ± 1,26

p-value NS NS

 

Dans la souche ΔihfA::KmFRT, l’activité de Prcr1 reste indétectable (< à 1 unité Miller)

comme dans la souche WT (Tableau 12). La délétion de IHF ne semble donc avoir aucun

effet sur l’activité de Prcr1. Dans le double mutant, l’activité de Prcr1 est la même que

dans  la  souche  ΔlexA  (Tableau  12).  Cela  signifie  que même  dans  des  conditions  de

dérépression  SOS,  l’absence  de  la  protéine  IHF  n’a  pas  d’impact  sur  l’activité  du

promoteur Prcr1.  Afin de vérifier  les  résultats  obtenus  dans le  double mutant,  nous

avons testé l’induction de la réponse SOS par l’ajout de mitomycine C (MMC) et aussi,

l’absence de fixation de la protéine LexA, avec la construction pPrcr1lexA* dans laquelle

le site de fixation de LexA est muté. Enfin, nous avons testé la construction pPrcr1s

contenant  une séquence de 80 pb dans laquelle  aucun site  de fixation  de IHF n’est

présent  (Figure  36).  Les  résultats  des  activités  β-galactosidase  obtenues  avec  les

différentes constructions sont résumés dans le tableau 13. 
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Tableau 13: Impact de la délétion du gène ihfA sur le promoteur Prcr1 et ses dérivés

WT : MG1655lacZ- ; ΔihfA::KmFRT : MG1655ΔihfA::KmFRTlacZ- ; MMC - : Sans traitement ; MMC + :
Traitement à la MMC. 

Activité β-galactosidase (uMiller)

WT ΔihfA::KmFRT

MMC - MMC + MMC - MMC +

Prcr1 0,49 ± 0,14 3,58 ± 1,41 0,58 ± 0,49 2,34 ± 0,86

Prcr1lexA* 10,42 ± 1,91 10,99 ± 1,65 21,87 ± 2,29 22,59 ± 2,73

Prcr1s 0,49 ± 0,37 1,58 ± 0,51 0,51 ± 0,35 1,93 ± 0,21

La  figure  38 représente  les  ratios  des  activités  β-galactosidase  entre  la  souche

ΔihfA::KmFRT et la souche sauvage (WT). Lorsque l’activité était < à 1 unité Miller dans

les deux conditions, le ratio a été fixé à 1 (Figure 38). 
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En présence de mitomycine C qui induit la réponse SOS, nous observons une induction

de l’expression à partir de Prcr1 quelque soit le fond génétique de la souche WT ou

ΔihfA::KmFRT. Cela signifie donc que la réponse SOS est toujours capable d’être induite

en conditions ΔihfA::KmFRT. Cependant, en absence de la protéine IHF (ΔihfA::KmFRT),

l’activité  du promoteur Prcr1 est  plus faible  que chez  la  souche WT (p-value < 0,01,

Figure  38).  Néanmoins,  les  activités  restent  très  faibles,  entre  2  et  3  unités  Miller

(Tableau 13) et la différence d’activités est donc difficile à interpréter. Afin de voir s’il y

a un lien entre une souche délétée de IHF et la réponse SOS, nous avons utilisé un autre

gène du régulon SOS, le gène sfiA et étudié son promoteur dans les mêmes conditions
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Figure 38: Influence de la protéine régulatrice IHF sur l’activité du promoteur Prcr1.

Chaque histogramme présente, pour chaque condition, le rapport entre l’activité mesurée dans la souche
MG1655ΔihfA::KmFRTlacZ-  (Δsul1ihfA::KmFRT) et  la  souche sauvage MG1655lacZ-  (WT).  Les ratios  ont  été
moyennés sur 6 expériences indépendantes pour les conditions sans traitement (histogrammes pleins) et
avec traitement à la MMC (histogrammes hachurés) pour le promoteur Prcr1 et ses dérivés (Prcr1lexA* et
Prcr1s ). La barre horizontale rouge indique un ratio de 1. L’activité des promoteurs Prcr1 et Prcr1s n’étant
détecté ni en souche sauvage, ni en ΔihfA::KmFRTlacZ-, le rapport a été fixé à 1. NS : non significatif ; *** :
p-value <0,01 ; calculées avec le test de Mann-Whintey. 
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que Prcr1 (pPsfiA). Nous n’avons pas observé de différence lors de l’induction à la MMC

(1404, 04 ± 45 uMiller en WT versus 1496,15 ± 571,04 en Δ ihfA::KmFRT). Ces résultats

montrent que l’absence de la protéine IHF ne semble pas influencer la réponse SOS. En

revanche,  lorsque  la  protéine  LexA  ne  peut  pas  se  fixer  sur  le  promoteur  Prcr1

(pPrcr1lexA*),  l’activité  de  Prcr1 est  2  fois  plus  élevée  chez  ΔihfA::KmFRT  que  en

conditions WT (Tableau 13, Figure 38). Cela suggère que la protéine IHF jouerait un rôle

de  répresseur  sur  le  promoteur  Prcr1 qui  est  révélée  dans  des  conditions  de

dérépression  SOS. De  façon  intéressante,  nous  n’avions  pas  observé  ceci  lors  d’une

double délétion  ΔlexAΔihfA::KmFRT (Tableau 12).  L’absence d’induction du promoteur

Prcr1 dans ce double mutant pourrait être dû à l’effet pléotropique de la délétion du

gène lexA dans la cellule. Cependant, nous n’avions pas non plus observé cet effet lors

de la levée de la répression par la MMC dans la souche Δsul1ihfA::KmFRT (Tableau 13, Figure

38).  De  plus,  le  niveau  d’induction  de  la  réponse  SOS  étant  faible,  il  y  a  encore

probablement  des  dimères  de  LexA  fixés  sur  Prcr1 alors  que  dans  la  construction

pPrcr1lexA*, aucun protéine LexA ne peut se fixer sur le site. Lorsque le promoteur ne

possède pas la région qui contient les sites potentiels de fixation de IHF (Figure 36),

l’effet de la délétion du gène ihfA sur l’activité Prcr1  disparaît (Tableau 13,  Figure 38,

Prcr1s). Cela signifie que la région en amont des promoteurs est impliquée dans une

régulation  IHF  dépendante  et  que la  protéine  IHF  agirait  potentiellement  sur  cette

région  de  façon  directe  en  se  fixant  sur  les  sites  potentiels  déterminés  in  silico.

Néanmoins, au vu de son caractère pléotropique, il n’est pas impossible que son effet

sur Prcr1 se fasse aussi de façon indirecte via un autre régulateur. Nous avons donc testé

un autre régulateur global avec lequel IHF peut avoir des interactions, le régulateur CRP.
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III.B.2. Influence de la protéine CRP

L’étude in silico des régulateurs potentiels a permis de déterminer la présence

de 6 sites potentiels pour la fixation de la protéine régulatrice CRP (Figure

36).  Ce régulateur CRP est un facteur de transcription global impliqué dans les voies

d’acquisition et de métabolisme des sources de carbone secondaires (lactose, arabinose

etc.).  CRP  est  connue  pour  réguler  de  nombreuses  fonctions  chez  E.  coli (Voir

Introduction,  Chapitre III. Les régulateurs globaux). La protéine CRP est notamment

sensible à la concentration en AdénosineMonoPhosphate cyclique (AMPc). En absence

de glucose, l’adénylate cyclase génère de l’AMPc qui sera ensuite complexé à la protéine

CRP.  Sous  cette  conformation,  la  protéine  CRP peut  réguler  de nombreux  gènes  et

notamment  l’opéron  lac :  c’est  la  répression  catabolique.  Au-delà  de son  implication

dans ce mécanisme, ce régulateur régule ou co-régule plus de 400 gènes chez E. coli K-

12.  Cette  protéine  CRP possède un  site  de fixation  long  de 22  pb et  partiellement

palindromique (Figure 39). 

Afin  de  visualiser  son  implication  dans  la  régulation  de  l’expression  du  gène  de

transposase rcr1, nous avons délété le gène codant pour la protéine CRP en procédant

de la même façon que pour le mutant ΔihfA mais nous avons cette fois-ci réussi à exciser
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Figure 39: Séquence consensus du site de fixation à la protéine CRP, régulateur global.

Obtenue  par  alignement  de  nucléotides de  toutes  les  séquences  connues  expérimentalement
déterminées  pour  la  fixation de la  protéine CRP grâce au  logiciel  WebLogo  (Crooks  et al.  2004).  En
ordonnée, les bits correspondants à la conservation de la base à une position donnée et en abscisses, la
position des différentes bases dans le motif pour le site concerné. C : Cytosine, T : Thymine, G : Guanine,
A : Adénine. Adaptée de Prodoric 8.1 (http://www.prodoric.de/vfp/)

CRP
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la cassette KmFRT. Nous avons testé les mêmes constructions dérivées de pPrcr1 que

pour  IHF.  En  revanche,  nous  n’avons  pas  réussi  à  obtenir  le  double  mutant

MG1655ΔlexAΔcrplacZ-.

Tableau 14: Impact de la délétion du gène crp sur l'activité du promoteur Prcr1 et ses dérivés

WT : MG1655lacZ- ; Δcrp : MG1655ΔcrplacZ- ; MMC - : Sans traitement ; MMC + : Traitement à la MMC. 

Activité β-galactosidase (uMiller)

WT Δcrp

MMC - MMC + MMC - MMC +

Prcr1 0,49 ± 0,14 3,58 ± 1,41 0,12 ± 0,10 6,56 ± 0,74

Prcr1lexA* 10,42 ± 1,91 10,99 ± 1,65 40,96 ± 7,72 45,77 ± 14,13

Prcr1s 0,49 ± 0,37 1,58 ± 0,51 0,32 ± 0,26 0,85 ± 0,39

La figure 40 représente les ratios des activités entre la souche Δcrp et la souche sauvage

(WT). Lorsque l’activité était < à 1 unité Miller dans les deux conditions, le ratio a été

fixé à 1 (Figure 40). 
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Comme pour IHF, nous observons que la réponse SOS est toujours capable d’être induite

en  conditions  Δcrp  (Tableau 14,  Figure 40).  Cependant,  a  contrario  de ce  que nous

avions observé avec IHF, l’induction à la MMC a un effet significativement supérieur chez

Δcrp par rapport à la souche WT (Tableau 14, Figure 40). Nos résultats suggèrent donc

que la protéine CRP influencerait négativement le Prcr1, révélé en conditions de levée

de la réponse SOS (Tableau 14, Figure 40). Cela signifie que la protéine CRP agirait aussi

sur cette région de façon directe en se fixant sur les sites potentiels déterminés in silico

comme le montrent les résultats obtenus avec pPrcr1s pour lequel plus aucune activité

n’est détectée, avec ou sans MMC. Nous ne pouvons pas exclure aussi une régulation
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Figure 40: Impact de la protéine Crp sur l’activité du promoteur Prcr1

Chaque histogramme présente, pour chaque condition, le rapport entre l’activité mesurée dans la souche
MG1655ΔcrplacZ- et  la  souche sauvage MG1655lacZ-.  Les ratios  ont  été moyennés  sur  6  expériences
indépendantes pour les conditions sans traitement (histogrammes pleins) et avec traitement à la MMC
(histogrammes  hachurés)  pour  le  promoteur  Prcr1 et  ses  dérivés  (Prcr1lexA* et  Prcr1s).  La  barre
horizontale rouge indique un ratio de 1. L’activité des promoteurs Prcr1 et Prcr1s n’étant détecté ni en
souche sauvage, ni en Δcrp, le rapport a été fixé à 1. NS : non significatif ; *** : p-value <0,01 calculées avec
le test de Mann-Whintey. 
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indirecte liée à un autre régulateur possédant des sites potentiels dans cette région.

Comme la  protéine CRP est un régulateur global,  il  est  possible  qu’elle régule aussi

indirectement  le  promoteur  de  ISCR1 via  un  régulateur  plus  spécialisé  que  CRP

régulerait, et ce, potentiellement de concert avec la protéine IHF. 

III.C. Bilan des régulations 

Tableau 15: Récapitulatif des résultats obtenus au cours de cette étude. 

WT : souche sauvage, ST: sans traitement, MMC: traitement à la mitomycine C ; ND : Non déterminé

Activité β-

galactosida

se

WT ΔlexA ΔihfA::KmFRT Δcrp

ST MMC ST MMC ST MMC ST MMC

Prcr1
0,51

 ± 0,16
3,58 

± 1,41
5,10 

± 1,64
5,67 

± 1,83
0,58 

± 0,49
2,34 

± 0,86
0,12 

±  0,10
6,56 

± 0,74

Prcr1lexA*
10,42 
± 1,91

10,99 
± 1,65

4,37 
± 0,25

ND
21,87 
± 2,29

22,50
 ± 2,73

40,95 
± 7,72

45,77 
± 14,13

Prcr1s
0,49 

± 0,37
1,58 

± 0,51
ND ND

0,51 
± 0,35

1,93 
± 0,21

0,32 
± 0,26

0,85 
± 0,39

Au vu des résultats précédents, il semblerait que les trois régulateurs LexA, CRP et IHF

jouent un rôle dans la régulation de l’expression du gène  rcr1 (Tableau 15). Ces trois

gènes sont impliqués dans des réseaux de régulation mais peuvent, comme c’est le cas

pour IHF et CRP, co-réguler les mêmes gènes ou opérons. Afin d’identifier quels gènes

ces régulateurs ont en commun, un diagramme de Venn a été établi à l’aide du logiciel

Venny  2.1  (disponible  sur  http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)  avec  une  liste  de

tous les gènes régulés par IHF, CRP et LexA chez  E. coli,  disponibles dans la base de

données RegulonDB (Figure 41).
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La première observation est que la protéine LexA semble être isolée,  ne partageant

qu’un seul gène avec le régulateur CRP. Il s’agit du gène sbmC codant pour un inhibiteur

de gyrase. La seconde information est que la protéine régulatrice CRP et la protéine IHF

co-régulent 68 gènes. Nombreux sont des gènes impliqués dans le métabolisme, tels

que  l’opéron  paa impliqué  dans  le  métabolisme  des  acides  gras,  l’opéron  sucABCD,
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Figure 41: Diagramme de Venn des régulons, IHF, CRP et LexA chez E. coli K-12

Obtenu grâce au weblogiciel Venny 2.1 en utilisant les données de RegulonDB faisant état de 518 gènes
pour régulon CRP (bleu), 225 gènes pour le régulon IHF (jaune), 59 gènes pour le régulon LexA (vert). Les
nombres de gènes partagés ou non, sont aussi affichés en pourcentage. 
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impliqué dans le cycle de Krebs. D’autres sont des gènes codant pour des régulateurs

comme ompR et fis. 

De façon intéressante, le gène ompR, connu pour être réprimé à la fois par la protéine

CRP et par la protéine IHF (Tsui, Huang, et Freundlich 1991; Huang, Tsui, et Freundlich

1992) est le régulateur principal de la réponse au stress osmotique. Le gène codant pour

la protéine Fis est, quant à lui, régulé positivement par la protéine CRP  (Zheng et al.

2004) mais aussi par la protéine IHF (William Nasser, Rochman, et Muskhelishvili 2002; T.

S. Pratt et al. 1997). Si CRP et IHF régulent négativement indirectement le promoteur

Prcr1 via un autre régulateur ; celui-ci devrait être régulé négativement à la fois par IHF,

et par CRP. Nos résultats ont montré un rôle répresseur de IHF et Crp sur Prcr1, ce qui

pourrait être cohérent avec la régulation de l’expression du gène ompR. 

III.D. Le dénominateur commun : la protéine régulatrice OmpR

La protéine OmpR est membre du système à deux composants EnvZ-OmpR.

Chez E. coli, ce système conduit à l’adaptation au changement d’osmolarité (Kanamaru

et Mizuno 1992; Cai  et Inouye 2002) et à différents impacts sur la physiologie de la

bactérie. En effet, la phosphorylation de la protéine régulatrice OmpR par son histidine

kinase EnvZ inhibe la synthèse des flagelles en agissant sur les gènes flhCD (S. Shin et

Park 1995), augmente la formation des biofilms via l’activation de l’expression des gènes

pgaABCD (Oropeza,  Salgado-Bravo,  et  Calva  2015) mais  aussi  active  l’expression  des

gènes codant pour la synthèse des curli (Vidal et al. 1998; Prigent-Combaret et al. 2001). 

Selon  nos  hypothèses,  la  protéine  régulatrice  OmpR  pourrait  être  le  dénominateur

commun entre les régulations du promoteur Prcr1 par les protéines CRP et IHF. De ce

fait, OmpR serait probablement un activateur du Prcr1. De plus, deux sites de fixation à

la protéine OmpR ont été déterminés  in silico  (Figure 42A). Le site de fixation de la
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protéine OmpR est une séquence de 7 pb riche en AT et non palindromique (Figure

42B).

Pour étudier l’impact de ce régulation sur l’expression du gène de la transposase rcr1,

nous  avons  réalisé  le  mutant  MG1655ΔompRlacZ-.  Nous  avons  réalisé  des  lysats  de
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Figure 42: Sites opérateurs OmpR et consensus

A. La région terIS complète qui contient le promoteur du gène rcr1 de la transposase avec élément -35 (en
bleu), -10 (en rose) et le motif TGN (en gras). Le site de fixation du ribosome (RBS en vert) ainsi que le
codon START du gène de la transposase (en violet) sont indiqués. L’opérateur LexA est représenté en gras
et en italique. Les sites putatifs de fixations pour la protéine OmpR (en rose, n=6) et pour la protéine IHF
(en orange, n=5) ont été identifiés grâce à l’analyse  in silico.  Ces sites peuvent se chevaucher, comme
matérialisé en jaune. Le promoteur court (Prcr1s) est identifié de l’ATG jusqu’à la ligne épaisse noire alors
que  le  promoteur  complet  (Prcr1)  correspond  à  la  région  complète.  B. Obtenu  par  alignement  en
nucléotides  de toutes  les  séquences  connues  expérimentalement  déterminées  pour  la  fixation  de  la
protéine OmpR grâce au logiciel WebLogo (Crooks et al. 2004). En ordonnée, les bits correspondants à la
conservation de la base à une position donnée et en abscisses, la position des différentes bases dans le
motif pour le site concerné. C : Cytosine, T : Thymine, G : Guanine, A : Adénine. Adapté de Prodoric 8.1
(http://www.prodoric.de/vfp/)
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phage P1 ayant infecté la  souche portant la  délétion,  qui  provenant de la collection

KEIO.  Après  obtention  du  mutant  MG1655ΔompR::KmFRTlacZ-,  nous  avons  excisé  la

cassette  de  résistance  KmFRT  à  l’aide  du  plasmide  pCP20.  Comme  pour  le  double

mutant des gènes  lexA et  ihfA, nous avons observé aucune différence entre le mutant

simple ΔlexA et le double mutant ΔlexAΔompR. 

Tableau 16:  Impact de la délétion du gène ompR sur l'activité du promoteur Prcr1 et ses dérivés

WT : MG1655lacZ- ; ΔompR : MG1655ΔompR ; MMC - : Sans traitement ; MMC + : Traitement à la MMC. 

Activité β-galactosidase (uMiller)

WT ΔompR

MMC - MMC + MMC - MMC +

Prcr1 0,49 ± 0,14 3,58 ± 1,41 0,04 ± 0,04 0 ± 0

Prcr1lexA* 10,42 ± 1,91 10,99 ± 1,65 0,05 ± 0,04 0 ± 0

Prcr1s 0,49 ± 0,37 1,58 ± 0,51 0,57 ± 0,36 1,54 ± 0,48

La  figure 43 représente les  ratios  des activités  entre la  souche ΔompR et  la  souche

sauvage (WT). Lorsque l’activité était < à 1 unité Miller dans les deux conditions, le ratio

a été fixé à 1 (Figure 43). 
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Contrairement à ce que nous avions observé dans les mutants IHF et CRP, le traitement

à la MMC ne permet plus en conditions ΔompR d’induire l’activité du promoteur Prcr1.

(Tableau 16,  Figure  43).  Cela  suggère  que  l’induction  de  la  réponse  SOS  n’est  plus

possible en conditions  ΔompR. Ceci se confirme avec la construction pPrcr1lexA* pour

laquelle nous n’observons aucune activité dans la  souche  ΔompR.  Cela signifie qu’en

conditions de dérépression constitutive (Prcr1lexA*) la présence de la protéine OmpR

est  indispensable  à  l’expression  du promoteur  Prcr1.  Comme pour  IHF et  CRP,  nous

remarquons  qu’avec  la  construction  pPrcr1s,  nous  n’avons  plus  d’activité  de  Prcr1,

suggérant  là  aussi,  que  OmpR  agirait  directement  en  se  fixant  sur  les  sites  OmpR

potentiels présents en amont des séquences promotrices (Figure 43A) 
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Figure 43: Influence de la protéine OmpR sur l’activité du Prcr1

Chaque histogramme présente, pour chaque condition, le rapport entre l’activité mesurée dans la souche
MG1655ΔompRlacZ- (Δsul1ompR) et la souche sauvage MG1655lacZ- (WT). Les ratios ont été moyennés sur 6
expériences indépendantes pour les conditions sans traitement (histogrammes pleins) et avec traitement
à la MMC (histogrammes hachurés) pour le promoteur Prcr1 et ses dérivés (Prcr1lexA* et Prcr1s). La barre
horizontale rouge indique un ratio de 1. NS : non significatif ; *** : p-value <0,01 calculées avec le test de
Mann-Whintey. 
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Les résultats précédents ont été réalisés en LB, milieu riche et isotonique. Or OmpR est

un  régulateur  du  stress  osmotique.  Ainsi,  pour  déterminer  si  l’activité  du  Prcr1 est

induite en conditions de stress osmotique, nous avons mesuré le niveau d’activité du

promoteur Prc1 dans un milieu minimum M63B1, hypo-osmotique. La figure 44 compare

les activités β-galactosidase obtenues en milieu M63B1 versus en LB.  Nous avons aussi

testé la souche MG1655ΔcpxRlacZ- dans laquelle le gène qui code pour la protéine CpxR

est délété. CpxR est impliqué dans la réponse au stress à la paroi mais est aussi connu

pour être polyvalent et peut être en interaction avec des histidines kinases d’autres

système à deux composants (Yamamoto et al. 2005). CpxR est notamment impliqué dans

la réponse au stress osmotique en régulant l’expression des pompes OmpF et OmpC

(Batchelor  et  al.  2005) et  via  la  protéine  MzrA  qui  peut  moduler  l’activité  de  EnvZ,

histidine  kinase  du  système EnvZ/OmpR  (Gerken  et  al.  2009;  Gerken  et  Misra  2010)

(Figure 44).
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Tableau 17: Impact de la croissance en milieu minimum sur l'activité de Prcr1 dans différents fonds
génétiques

WT : MG1655lacZ- ; ΔlexA : MG1655ΔlexA ; ΔcpxR : MG1655ΔcpxR

Activité β-galactosidase

WT ΔlexA ΔcpxR

LB M63B1 LB M63B1 LB M63B1

pPrcr1 0,49 ± 0,14 0,69 ± 0,17 5,1 ± 1,64 14,78 ± 2,07 0,21 ± 0,2 0,48 ± 0,07

pPrcr1lexA* 10,42 ± 1,91 37,88 ± 4,33 4,37 ± 0,25 25,84 ± 5,03 13,72 ± 2,02 41,76 ± 3,29

pPrcr1s 0,49 ± 0,37 0,81 ± 0,48 4,50 ± ,75 6,36 ± 1,22 0,43 ± 0,13 0,6 ± 0,19
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Figure 44: Modèle de régulation connu pour l'expression du gène ompR

L’expression de la protéine OmpR est réprimée par les protéines régulatrices globales, CRP et IHF (flèches
rouges). La protéine CpxR régule positivement l’expression de la protéine MzrA (flèche verte) qui module
l’activité de l’histidine kinase EnvZ, membre du système à deux composants dans lequel est impliqué
OmpR.  EnvZ  va  phosphoryler  ou  déphosphoryler  la  protéine  régulatrice  OmpR  (flèche  violette
agrémentée d’un P pour phosphate).
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Les résultats montrent que le promoteur Prcr1 est plus actif dans le milieu minimum et

hypo-osmotique M63B1 lorsque la protéine LexA est absente (dans la souche ΔlexA) ou

ne peut pas se fixer sur le promoteur Prcr1 (Prcr1lexA*)(Tableau 17, Figure 45A). L’effet

de la réponse hyp-osmotique n’est donc observable qu’en absence de régulation SOS.

De  façon  intéressante,  dans  la  souche  ΔcpxR,  nous  observons  que  l’activité  du

promoteur Prcr1lexA* est la même qu’en WT (p-value > 0,05)(Tableau 17, Figure 45A). Il

semble  donc  que l’absence  de la  protéine  CpxR  ne  joue  pas  un  rôle  essentiel  dans

l’activité  du  promoteur  Prcr1.  Les  résultats  obtenus  avec  le  plasmide  pPrcr1s  qui

contient seulement la séquence 80pb (Figure 45A) montrent que, comme observé avec

les  résultats  précédents,  l’activité  de  la  région  en  amont  est  importante  pour  la

régulation  via  OmpR.  Afin  de  déterminer  si  nos  résultats  correspondent  bien  à  la

réponse  à  un  stress  osmotique  médiée  par  la  protéine  OmpR,  nous  avons  étudié

l’expression des gènes ompF et ompC. Ces deux gènes, tous deux régulés par la protéine
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Figure 45: Impact de la croissance en milieu minimum sur les promoteurs Prcr1, PompF et PompC.

Chaque  histogramme  présente,  pour  chaque  condition,  le  rapport  entre  l’activité  mesurée en  milieu
minimum hypo-osmotique M63B1 et le milieu riche isotonique LB pour les souches MG1655 lacZ-  (WT)
(histogrammes  gris)  MG1655ΔlexAlacZ-  (Δsul1lexA)(histogrammes  rouges)  et  MG1655ΔcpxRlacZ- (ΔcpxR)
(histogrammes bleus). Les ratios ont été moyennés sur 6 expériences indépendantes pour les pour A) le
promoteur Prcr1 et ses dérivés (Prcr1lexA*, Prcr1s et Prcr1lexA*s) et pour  B) les promoteurs des gènes
ompF et ompC. La barre horizontale rouge indique un ratio de 1. L’activité des promoteurs P rcr1, Prcr1s,
PompC étant toutes < à 1 unité Miller, le rapport a été fixé à 1. NS : non significatif ; *** : p-value <0,01 ; * :
0,02< p-value < 0,05calculées avec le test de Mann-Whintey.
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OmpR, possèdent néanmoins  des profils  de régulation  différents.  Le gène  ompF  est

régulé  par  la  protéine  OmpR  négativement  en  conditions  hyper-osmotiques  mais

positivement en conditions hypo-osmotiques. À l’inverse, le gène ompC est uniquement

activé  en  conditions  hyper-osmotiques  et  n’est  pas  régulé  en  conditions  hypo-

osmotiques et  en milieu isotonique.  Ainsi,  deux profils  sont décrits pour la  protéine

OmpR,  un profil  OmpF et  un profil  OmpC.  Nous avons  cloné les  promoteurs de ces

gènes dans les mêmes vecteurs que pour Prcr1. Nos résultats vont dans le sens de ce qui

est  décrit  avec,  en  conditions  hypo-osmotiques,  une  augmentation  de  l’activité  du

promoteur de ompF et pas de modification de l’activité du promoteur de ompC (Figure

45B, PompF). Le promoteur du gène ompF est induit de la même façon que le promoteur

Prcr1 dans le milieu minimum M63B1 suggérant donc l’implication de la protéine OmpR.

Pour déterminer si la régulation de Prcr1 par la protéine régulatrice OmpR se fait via les

opérateurs identifiés in silico, nous avons mutés les deux sites de fixation prédits (Figure

43) 

Tableau 18: Impact de mutations dans les sites OmpR sur l'activité du Prcr1

WT : MG1655lacZ- ; ΔlexA : MG1655ΔlexA ; MMC : Mitomycine C

Activité β-galactosidase (uMiller)

WT
ΔlexA

MMC - MMC +

Prcr1 0,49 ± 0,14 3,58 ± 1,41 5,1 ± 1,6

Prcr1ompR1* 0,11 ± 0,08 0,57 ± 0,15 1,86 ± 0,07

Prcr1ompR2* 0,13 ± 0,09 0,63 ± 0,21 0,13 ± 0,04

Nous pouvons remarquer que les lorsque les sites OmpR sont mutés indépendamment,

l’activité  du  promoteur  reste  indéteactble  même  en  conditions  d’induction  de  la

réponse  par  la  mitomycine  C  (Tableau  18,  Prcr1ompR1*,  Prcr1ompR2*).  De  façon

intéressante,  lorsque  les  constructions  sont  introduites  dans  la  souche  MG1655

ΔlexAlacZ-,  l’activité  de  Prcr1  est  seulement  détectable  pour  la  construction  où le
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premier  site   est  muté  (Tableau  18,  Prcr1ompR1*).  Cette  activité  reste  néanmoins

inférieure à celle observée avec la construction Prcr1 (Tableau 18, Prcr1). Ces résultats

suggèrent fortement que la régulation OmpR dépendante de l’intégrité de ces deux

sites prédits in silico. 
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Discussion
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Les ISCR sont des séquences d’insertion qui, bien que fréquemment décrites en contexte

clinique sont peu caractérisées. Nos objectifs de travail étaient donc de faire une mise à

jour des données connues sur les ISCR mais aussi d’étudier les mécanismes de régulation

de l’expression  du gène de la  transposase de ISCR1.  ISCR1 une IS  très  répandue en

contexte  clinique  et  elle  héberge  en  aval  de  nombreux  gènes  de  résistance  aux

antibiotiques différents. Comprendre comment la  transposase est  exprimée,  est  une

étape nécessaire pour pouvoir ensuite étudier sa mobilité.  Par ailleurs, comme il  est

admis dans la littérature, l’élément ISCR1 possède, dans sa région oriIS deux promoteurs

dirigés vers l’extérieur  (Rodriguez-Martinez et al.  2006) qui pourraient être impliqués

dans l’expression des gènes en aval. 

Impact de ISCR1 sur l’expression des gènes en aval : assurer un phénotype ?

Nous avons déterminé que les deux promoteurs Pcr1-1 et Pcr1-2 contribuent à l’expression

des gènes en aval de ISCR. Deux gènes ont été testés : le gène de β-lactamase blaCTX-M-9

et le gène dfrA19 qui codent respectivement pour la résistance aux β-lactamines avec un

phénotype BLSE et au triméthoprime. Nous avons montré que la présence des deux

promoteurs était  nécessaire à l’expression du phénotype de résistance pour le gène

blaCTX-M-9. 

Pour le gène dfrA19, nous avons obtenu une CMI du triméthoprime très élevée (>2048

µg/mL) et n’avons pas observé de différence selon la présence ou non des promoteurs

dirigés vers l’extérieur. Cette absence de modification du phénotype de résistance peut

être expliquée par une grande région intergénique (532 pb)(RIG),  dans laquelle nous

avons identifié un promoteur potentiel. Cependant, malgré cette distance importante

entre ISCR1 et  le  gène  dfrA19,  la  présence des promoteurs Pcr1-1 et  Pcr1-2 augmentait

l’activité β-galactidosidase quand toute la région  oriIS ainsi que RIG de  dfrA19 étaient

clonées en amont de lacZ, montrant l’implication de ces promoteurs dans l’expression

du gène. En revanche, cela ne s’est pas traduit par une modification de phénotype car
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les CMI étaient identiques dans les constructions contenant la région oriIS avec la RIG ou

la  RIG  seule.  Une  dissociation  phénotype-niveau  d’expression  du  gène  a  déjà  été

observée. Barraud et Ploy, ont montré chez une souche de E.coli hébergeant un intégron

avec le gène catB9, que les CMI du chloramphénicol étaient identiques, à 256 mg/L alors

que le nombre de transcrits était différent, en fonction de la distance entre le gène et le

promoteur  (Barraud et Ploy 2015). Par ailleurs, cette dissociation peut s’expliquer par

l’activité intrinsèque de la protéine codée par le gène  dfrA19. Cette protéine est une

dihydrofolate réductase alternative, insensible au triméthoprime. Il  est probable qu’à

partir du moment où la fonction de synthèse des folates est assurée, la bactérie peut se

développer  indépendamment  de  la  quantité  de  protéines  DfrA19  produite  et  de  la

concentration en triméthoprime. Les gènes dfr sont en effet connus pour permettre à la

bactérie  des niveaux élevés de résistance  (Huovinen et al.  1995),  ce que nous avons

observé  pour  nos  constructions  avec  le  gène  dfrA19.  Il  semblerait  donc  que

potentiellement, le caractère essentiel des promoteurs POUT pour le phénotype soit lié à

la nature de la protéine codée par le gène en aval de l’élément ISCR1. De nombreuses IS

sont connues pour contenir des promoteurs dirigés vers l’extérieur et pour exprimer les

gènes en aval. La plupart assurent totalement l’expression des gènes en aval alors que

d’autres  augmentent  l’expression  de  ces  gènes  (documenté  dans  (Vandecraen  et  al.

2017)).  Chez  Salmonella Typhimurium,  l’augmentation  de  l’expression  de  la  pompe

d’efflux acrEF par les promoteurs POUT de IS1 est corrélée avec l’augmentation du niveau

de résistance (Olliver et al. 2005). Ces résultats sont cohérents avec ceux trouvés pour le

gène blaCTX-M-9. 

Le gène de la transposase RCR1 est sous la dépendance de différents régulateurs.

La  région  terIS  de  l’élément  ISCR1 est  une  région  de  379  pb  contenant  la  région

promotrice du gène rcr1. Un promoteur Prcr1 putatif a été déterminé in silico avec des

séquences  -35,  5’TACTGT  et  -10  5’-TGGACG  relativement  proches  du  consensus  des
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boîtes -10 et -35 du facteur σ70 (4 bases conservées sur 6 pour l’élément -35 et 3 sur 6

pour l’élément -10). Nous avons montré que, bien que le promoteur soit fonctionnel,

nous ne détections pas d’activité basale (< à 1 unité Miller) en conditions natives. Les

transposases sont des éléments mobiles, capable de s’insérer de façon aléatoire et non

contrôlée au sein du génome. Pour ces raisons biologiques délétères pour la bactérie,

les  gènes  de transposases sont  soit  exprimés à  partir  d’un promoteur peu actif  soit

fortement  réprimés  (Nagy  et  Chandler  2004).  Cela  expliquerait  l’activité  basale  du

promoteur Prcr1 est < à 1 unité Miller, malgré un degré de conservation assez important

de sa séquence promotrice. Nous avons donc ensuite regardé si le gène rcr1 était sous le

contrôle d’un ou plusieurs régulateurs transcriptionnels.  Nous avions observé qu’une

séquence correspondant au site de fixation de la protéine LexA était présente dans la

région promotrice du gène de la transposase. LexA est un effecteur impliqué dans la

réponse SOS et lors d’un dommage à l’ADN, l’autoprotéolyse de LexA RecA-dépendante,

va alors permettre la transcription des gènes régulés. Ainsi, 40 gènes appartiennent au

régulon SOS chez  E. coli (Courcelle et al. 2001; Fernández de Henestrosa et al. 2000).

Nous avons mis en évidence que lorsque la répression par LexA est levée, que ce soit

dans un mutant empêchant la fixation de LexA ou par induction à la mitomycine C, le

promoteur Prcr1 pouvait alors s’exprimer, bien que l’activité observée restait faible (5

unité  Miller).  Ceci  confirmait  donc  le  rôle  de  la  réponse  SOS  dans  l’induction  de

l’expression de Prcr1. Le consensus du site de fixation de la protéine LexA CTG-N10-CAG

est très conservé chez toutes les protéobactéries. Seule la famille des Xanthomonales

présente un site de liaison différent du consensus habituel 5’-TTAGTAGTAATACTACTAA

(Yang et al. 2016). Il est intéressant de noter que lors de notre analyse de la distribution

des ISCR1, quasiment toutes les espèces chez qui ISCR1 a été décrit appartenaient au

taxon des protéobactéries. Seules 2 séquences parmi 1127 concernaient des membres

des Xanthomonales. Cela signifie que l’élément ISCR1 est retrouvé quasi-uniquement

Claire LALLEMENT | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2018 167

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


chez des espèces qui possèdent un système SOS avec la séquence consensus de la boîte

LexA CTG-N10-CAG. La régulation SOS pourrait donc jouer un rôle dans le maintien de

l’élément  ISCR1 au  sein  d’une  bactérie,  signifiant  que  cet  élément  représente

potentiellement un coût pour la bactérie lorsqu’il  n’est plus sous la répression de la

protéine  LexA.  L’impact  de  la  réponse  SOS  dans  le  maintien  d’éléments  génétiques

mobiles a déjà été décrit. En effet, notre équipe a montré que chez les intégrons de

classe 1, la régulation de l’intégrase par la réponse SOS permettait de réduire le coût

biologique de la structure intégron (Lacotte, Ploy, et Raherison 2017). 

La  réponse  SOS  est  déclenchée  par  différents  stimuli  et  notamment  certains

antibiotiques comme les β-lactamines (Miller et al. 2003, 2004), le triméthoprime (Lewin

et Amyes 1991) et les fluoroquinolones  (Pohlhaus et Kreuzer 2005) mais aussi lors de

processus cellulaires comme la conjugaison (Gruss et Ehrlich 1989) et la réplication, par

génération d’ADN simple brin  (Battaglia et al.  1987). ISCR1  est une IS possédant une

transposase de type HUH. Les transposases HUH se répliquent en cercle roulant au cours

de leur transposition (Chandler et al. 2013). Cette réplication est connue pour générer

des intermédiaires simples brin, stimulant la mise en place de la réponse SOS (Marcucci

et al. 1986). De façon intéressante, si la transposase de l’élément ISCR1 est fonctionnelle

et  qu’elle  transpose selon  le  modèle des transposases HUH,  sa propre transposition

induirait  l’expression du gène de la  transposase.  La régulation SOS est connue pour

réguler les gènes de transposases des éléments IS10 (Eichenbaum et Livneh 1998) et

IS50 (CHIEN-TSUN Kuan et Tessman 1991) et la mobilité d’autres éléments génétiques

mobiles comme les ICE ou les îlots génomiques  (John W. Beaber, Hochhut, et Waldor

2004;  Ulrich  et  al.  2013).  Kuan  et  al.,  en 1991,  ont  aussi  montré que la  mobilité  du

transposon Tn5 était dépendant de la réponse SOS  (Chien-Tsun Kuan, Liu, et Tessman

1991).
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De façon  intéressante,  ISCR1 est  toujours  retrouvé en  amont  de la  région  3’CS  des

intégrons de classe 1 qui sont un marqueur d’antibiorésistance en clinique (Barraud et

al. 2014; Gillings 2014) et dont l’intégrase est aussi sous la dépendance de la régulation

SOS. De plus, nous avons montré que de nombreux gènes de résistance sont présents en

aval de ISCR1. Lorsqu’une bactérie possède une ISCR1, elle contient donc un élément

génétique possédant sur la même structure 2 éléments dépendant de la réponse SOS et

impliqués  dans  l’acquisition  de  gènes  de  résistance :  l’intégrase  de  classe  1  qui  va

catalyser  l’acquisition  de gènes  de résistance  sous  forme de cassettes  (Guerin  et  al.

2009) et la transposase RCR1 qui serait impliquée dans la mobilisation des gènes de

résistance situés en aval de ISCR1 (M. A. Toleman, Bennett, et Walsh 2006). De plus, la

transposition de ISCR1 pourrait aussi déclencher la réponse SOS. Ainsi, une pression de

sélection par un antibiotique, induisant la réponse SOS pourra déclencher 2 systèmes

indépendants permettant l’acquisition et la mobilisation de gènes. Cependant, à ce jour,

la transposition de RCR1 n’a pas été démontrée expérimentalement. 

ISCR1 fait partie du sous-groupe ISCR1 qui contient notamment les éléments ISCR2 et

ISCR8 (Figure 31). Nous avons identifié des boîtes LexA putatives dans différents sous-

groupes de ISCR et de façon intéressante, la position de la boîte LexA est différente

selon les sous-groupes. En effet, le sous-groupe ISCR1 possède une boîte LexA proche

du codon START de la transposase et la boîte LexA du sous-groupe ISCR3 en est éloignée

(environ  80  bp).  Une  telle  différence  de  position  pourrait  avoir  un  impact  dans

l’efficacité de la régulation SOS. En effet,  nous pouvons supposer que les ISCR pour

lesquelles la boîte LexA est loin du promoteur ne seraient pas ou mal régulés par la

réponse SOS. De plus, les boîtes LexA du sous-groupe ISCR3 semblent peu conservées

par rapport au consensus 5’CTGTATATATATACAG. Nous avons donc testé les promoteurs

des gènes de transposases  rcr2 et  rcr8 du sous-groupe ISCR1 et celui du gène  rcr3 et
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avons cloné ces régions promotrices contenant les boîtes LexA potentielles en amont de

lacZ comme ce que nous avons réalisé pour le gène rcr1. 

Nous  pouvons  remarquer  sur  la  figure  46,  que  seuls  les  promoteurs  Prcr1 et  Prcr8

(élément  ISCR8)  ont  une activité  significativement  plus importante  dans une souche

ΔlexA. Le promoteur Prcr3 (ISCR3) qui possède une boîte LexA éloignée du codon START,

n’est pas affecté par la délétion du gène  lexA  (Figure 46). Comme nous l’avons décrit

dans la  première partie de ce travail,  toutes les régions promotrices du sous-groupe

ISCR3 sont très proches et il est donc probable qu’ils se comportent tous de la même
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Figure  46: Impact de la délétion du gène  lexA sur des promoteurs de transposases de différents
sous-groupes de la famille ISCR

Impact du système SOS sur l’expression de gènes de transposases appartenant à différents sous-groupes
de la famille ISCR. A. Région en amont (100bp) des gènes de transposases rcr1, rcr2, rcr3 et rcr8. Le codon
START du gène de la transposase est en gras et le site putatif de fixation à la protéine LexA est en gras et
en  italique.  B. Activité  b-galactosidase  des  promoteurs  de  gènes  de  transposases  rcr1 (vert),  rcr2
(marron), rcr3 (rose) et rcr8 (bleu) dans la souche MG1655lacZ- (WT) et dans la souche MG1655ΔlexAlacZ-
(ΔlexA). Moyenne d’au moins 6 expériences indépendantes. NS : non significatif ; *** :  p-value <0,01 ; * :
0,02< p-value < 0,05calculées avec le test de Mann-Whitney. 
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façon  en  ΔlexA.  Il  faudrait  néanmoins  tester  certains  autres  promoteurs  de ce sous-

groupe pour vérifier cette hypothèse. De façon intrigante, ISCR2, qui appartient au sous-

groupe ISCR1, ne semble pas non plus être sous la dépendance de la réponse SOS car

son activité n’est pas modifiée en ΔlexA (Figure 46). Chez les intégrons de classe 2, des

précédents travaux au laboratoire ont montré que, malgré la présence d’une séquence

conservée d’un site de fixation de LexA en amont du gène de l’intégrase de classe 2,

l’expression du gène intI2 n’est pas sous le contrôle de la réponse SOS (Jové et al., 2017)

Afin de vérifier nos résultats pour rcr2, des essais de retard sur gel seront à réaliser. 

Néanmoins, nous avons montré que le gène rcr1 était très peu exprimé même quand la

bactérie était en conditions d’induction de la réponse SOS ou en conditions où LexA ne

peut pas se fixer sur le promoteur Prcr1. Ceci suggère donc un système SOS peu efficace

ou la présence d’autres régulateurs agissant en lien avec la réponse SOS. Pour confirmer

cette hypothèse, nous avons effectué une étude in silico de la région complète terIS, la

région en 5’ de la l’élément contenant la région promotrice, qui a permis d’identifier 23

régulateurs  potentiels  chez  E.  coli K-12.  Cette  analyse  a  aussi  été  réalisée  pour  les

régions en amont des gènes de transposases  rcr2,  rcr3 et  rcr8.  Parmi le sous-groupe

ISCR1,  les  promoteurs  Prcr1,  Prcr2 et  Prcr8 possèdent  des  régulateurs  en  commun

comme le régulateur global IHF, les régulateurs de réponse au stress Fur et OxyR et bien

évidemment  le  régulateur  LexA.  Quant  au  Prcr3,  peu  de  sites  potentiels  pour  des

régulateurs ont été identifiés (8 contre 23 chez ISCR1) mais le régulateur global IHF fait

parti  de ceux-ci.  La transposase de l’élément ISCR3 serait donc peu régulée. De plus,

nous  n’avons  pas  réussi  à  déterminer  des  séquences  promotrices  -10  et -35  pour

l’expression du gène rcr3. Ces données suggèrent que la transposase RCR3 est très peu

exprimée et que donc probablement ISCR3 est peu mobile. ISCR3 est souvent retrouvé

sur des îlots génomiques (SGI-1)(D. Boyd et al. 2002; Briggs et Fratamico 1999) mais aussi

associé  à  d’autres  éléments  transposables  (Schwarz  et  al.  2004).  Il  est  notamment
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retrouvé dans l’environnement génétique de IS6100. Au vu de la capacité de IS6100 à

réaliser des inversions de grandes parties de génomes lors de sa transposition  (Coyne,

Courvalin, et Galimand 2010), il est donc logique que l’environnement de ISCR3 (e.g, les

variants de SGI-1) soit modifié sans que celui-ci ne transpose. Cela expliquerait le fait

que ISCR3 soit présent sur des variants différents de SGI-1. Il est aussi associé aux IS26,

beaucoup décrits dans la littérature et sa mobilité peut être expliquée par sa présence

sur  des  transposons  avec  deux  copies  d’IS26  (Yamane  et  al.  2007).  Ces  données

suggèrent  que  ISCR3 n’est  pas  mobile  mais  mobilisable  par  d’autres  éléments

génomiques. Son importance biologique n’a pas été déterminé pour le moment. 

Pour l’élément ISCR1, nous avons tout d’abord étudié des régulateurs globaux, tels que

CRP et IHF. En effet, il existe une hiérarchie dans les régulateurs (Mart nez-Antonio andı ́nez-Antonio et

Collado-Vides,  2003) Sept régulateurs globaux régulent à  eux seuls plus de 50 % du

génome de Escherichia coli K-12. Parmi ces régulateurs, les protéines IHF et CRP régulent

146 et 434 gènes et co-régulent 68 gènes. De plus, certains gènes de transposase sont

connus  pour  être  régulés  par  ces  deux  régulateurs.  Le  promoteur  du  gène  de  la

transposase de IS2 est réprimé directement par la protéine CRP (Hu et al., 1998). Les

gènes des transposases des ISPpu14 et ISPpu10 chez  Pseudomonas putida sont régulés

négativement par IHF (Silva-Rocha et al. 2013), mais ces résultats ont été déterminés par

analyse du transcriptome d’un mutant ΔihfA ce qui n’exclut pas que l’effet du gène ihfA

soit  indirect  via  la  dérégulation  d’une autre  protéine  qui  régulerait  directement  ces

transposases.  En  effet,  aucune  information  sur  un  site  de  fixation  potentiel  de  la

protéine IHF n’a été mentionné pour ISPpu14 et ISPpu10. Il est intéressant de noter que

la protéine IHF est surtout décrite pour son implication comme co-facteur du mécanisme

de transposition  (Chalmers et al. 1998; Sewitz, Crellin, et Chalmers 2003). Nous avons

montré que la région  terIS de ISCR1 contenait 5 sites de fixation de CRP et 6 sites de

fixation de IHF. Ainsi, nous avons émis l’hypothèse que CRP et IHF pourraient co-réguler
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l’expression de rcr1 soit directement par fixation des protéines sur leurs sites cibles soit

indirectement en agissant de la même façon sur un régulateur commun. Nous avons

montré que CRP et IHF réprimaient le promoteur Prcr1 et que l’effet était observable

uniquement lorsque la réponse SOS était activée. Connaissant l’impact biologique des

transposases,  il  semble  logique  que  celles-ci  soient  régulées  finement.  Or,  les

régulateurs  globaux  sont  actifs  dans  de  nombreuses  conditions  et  de  ce  fait,  une

régulation  par  des  facteurs  de  transcriptions  répondant  à  des  conditions  plus

spécifiques semblerait adéquate pour l’expression des gènes de transposases. Parmi les

gènes co-régulés par CRP et IHF, figuraient les gènes codant pour les régulateurs, Fis et

OmpR. De façon intéressante, ces deux régulateurs ne sont pas régulés de la même

façon : l’expression du gène fis est activé par la protéine CRP et par la protéine IHF (W.

Nasser et al.  2001; William Nasser, Rochman, et Muskhelishvili  2002; T. S.  Pratt et al.

1997; Zheng et al.  2004) alors que le gène  ompR est réprimé par les deux protéines

(Huang, Tsui, et Freundlich 1992; Tsui, Huang, et Freundlich 1991). Nos résultats dans les

souches Δcrp et ΔihfA ont suggéré une répression de rcr1 par ces deux régulateurs. Nous

avons donc émis l’hypothèse que OmpR pouvait être impliqué dans la régulation de rcr1

par un mécanisme indirect impliquant CRP et IHF. Les résultats obtenus dans le mutant

ΔompR ont montré une extinction complète du promoteur en conditions où le site de

fixation de LexA est muté, signifiant que la protéine OmpR activerait l’activité du Prcr1.

Le régulateur OmpR contrôle 21 gènes connus chez Escherichia coli K-12 (RegulonDB) et

peut agir comme activateur par exemple pour les gènes csgD (Ogasawara et al. 2010) et

ompC (Mattison et al. 2002) ou comme répresseur (Higashitani et al. 1993), ou enfin avec

une action à la fois activatrice ou répresseur comme c’est le cas pour le gène  ompF

(Yoshida et al. 2006). Deux profils de régulations ont été décrits pour l’activité de la

protéine OmpR à partir des gènes ompC et ompF codant pour des porines (Figure 47). En

effet, OmpR régule différemment en fonction de son niveau de phosphorylation qui
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dépend alors  de l’activité  kinase/phosphatase  de la  protéine  EnvZ  (Russo  et  Silhavy

1991).  Le  niveau  de  phosphorylation  de  la  protéine  OmpR  augmente  avec

l’augmentation de l’osmolarité (Forst et al. 1990), tout comme le niveau d’expression du

gène ompC (Aiba et Mizuno 1990). Ainsi le profil OmpF correspond à un bas niveau de

protéine OmpR phosphorylée et un haut  niveau de protéine OmpR déphosphorylée.

Dans un milieu hypo-osmotique, OmpR est principalement à l’état désphophorylé : c’est

le profil OmpF. 
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Figure 47: Profil de régulation des promoteurs des gènes ompF et ompC par la protéine OmpR
selon les conditions osmotiques du milieu.

La nature du signal va permettre une régulation différenciée des gènes de porines ompC et ompF.
En haut, la protéine OmpR va aller réguler le gène ompF sur un site activateur au niveau de sa région
promotrice  dans  des  conditions  hypo-osmotiques  (low  osmolarity)  faisant  état  d’un profil  ompF
positif (F+) et d’un profil ompC nul (C-). Dans des conditions hyperosmotiques, la protéine OmpR va se
fixer sur le site répresseur au niveau du promoteur du gène  ompF,  réprimant son expression (F-).
OmpR va aller se fixer aussi au niveau de ses sites activateurs au sein du promoteur du gène ompC,
permettant l’augmentation de son expression (C+). En bas, profil quantitatif des protéines OmpC et
OmpF dans la cellule selon différents états :  envZ247 (activité kinase inactive),  envZ null  (mutant
délété pour le gène  envZ), hypo-osmolarité (low osmolarity), hyperosmolarité (high osmolarity) et
envZ473 (activité kinase constitutive). Adaptée de (L. A. Pratt et Silhavy 1995)

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/fr/


Nos résultats de recherche de sites de fixation de régulateurs dans la région ont montré

que lorsque la région en amont de la région promotrice de rcr1, qui contient les sites de

fixation pour CRP,  IHF et OmpR,  était  délétée,  nous n’avons plus visualisé les effets

observés dans les souches Δcrp, ΔihfA ou ΔompR.  Les opérateurs potentiels OmpR en

amont de la région promotrice de rcr1 semblent nécessaires à l’activité de la protéine

OmpR sur Prcr1. Ces sites déterminés (5’-GAAAAAG) correspondent au consensus des

sites de fixations de la protéine OmpR en 5’-KAAAWVH (K : G ou T ; W : A ou T ; V : A, C

ou G ; H : T ,  A ou C)(Prodoric 8.1)(Grote et al.  2009; Münch et al. 2005). D’après nos

résultats, le promoteur Prcr1 se comporterait comme le promoteur du gène ompF, c’est-

à-dire  surexprimé  en  milieu  hypo-osmotique.  Or  ce  promoteur  PompF contient  des

séquences  spécifiques  appelées  « F  box ».  Ces  opérateurs  ont  un  consensus

correspondant à 5’-KTTWCWTWTK (K : G ou T ; W : A ou T)(Tsung, Brissette, et Inouye

1989).  L’analyse  in  silico de  la  région  terIS  n’a  pas  permis  d’identifier  ces  « F-box ».

Cependant, le consensus pour ces « F-box » a été déterminé à partir de seulement 4

séquences. De plus, se limiter seulement à la souche K12 de  E.coli peut présenter des

biais lors ces analyses in silico. Ces critères représentent donc les limites de cette analyse

bioinformatique. Étendre ces analyses in silico à d’autres taxons chez les protéobactéries

aurait pu confirmer la présence de sites potentiels pour la protéine, d’autant que cette

protéine  est  relativement  conservée  dans  cette  division  phylogénétique   (Tipton  et

Rather 2016;  Yuan et al.  2011;  Song,  Lin,  et  Che 2013;  Chhabra,  Upadhyaya,  et Dixit

2012).

La protéine CpxR est le régulateur de réponse du système à deux composants CpxAR et

ce  système  est  connu  pour  être  polyvalent  au  sein  de  tous  les  systèmes  à  deux

composants connus chez E. coli K-12 (Dorel et al., 2006). Il interagit notamment avec le

système à deux composants EnvZ/OmpR et est connu pour jouer un rôle dans la réponse

au stress osmotique (Batchelor et al. 2005). C’est pourquoi nous avons décidé d’étudier
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son  impact  sur  le  promoteur  Prcr1 lors  des  tests  en  milieu  minimum  (stress  hypo-

osmotique). Nos résultats ont montré que l’absence de la protéine CpxR, membre du

système  à  deux  composants  CpxAR  et  induit  sous  l’effet  de  nombreux  stress,  ne

modifiait  l’activité  du  Prcr1 dans  des  conditions  hypo-osmotiques.  Des  études  ont

montrés qu’il existe des signaux croisés entre le système à deux composants CpxAR et

EnvZ/OmpR. En effet, en absence des protéines CpxR et EnvZ, l’histidine kinase CpxA va

activer par phosphorylation la protéine OmpR (Siryaporn et Goulian 2008). CpxR, quant

à lui, desphophoryle plusieurs histidines kinases comme le senseur EnvZ (Yamamoto et

al. 2005). Cela signifie que ces deux systèmes à deux composants sont liés d’un point de

vue moléculaire à  la  fois  par les  gènes qu’ils  peuvent réguler de concert,  et  par les

interactions  entre  eux.  Au  vu  de  la  littérature,  nous  nous  attendions  à  avoir  une

modification de l’activité du promoteur Prcr1 en milieu hypo-osmotique dans le mutant

ΔcpxR. En effet, il existe un lien direct entre l’activité régulatrice de la protéine CpxR et

la  réponse  au  stress  osmotique  par  le  système  à  deux  composants  EnvZ/OmpR :  la

protéine  MzrA.  Celle-ci  est  un modulateur  de l’activité  de l’histidine kinase EnvZ  du

système à deux composants EnvZ/OmpR (Gerken et al. 2009). En cas de surexpression de

cette protéine MzrA, la protéine EnvZ tend vers une augmentation de l’expression du

gène ompF donc comme en conditions hyper-osmotique (profil OmpF). L’expression du

gène  mzrA est régulée positivement par la protéine CpxR. Cela signifie que dans un

mutant ΔcpxR,  la  protéine  MzrA n’est  plus exprimée et  ne module plus  l’activité  de

l’histidine kinase EnvZ en faveur d’un profil  OmpF. Or,  nos résultats en milieu hypo-

osmotiques ne sont pas cohérents avec ces données. Dans la littérature, il est admis que

l’expression  du  gène  mzrA est  réduit  faiblement  dans  un  mutant  ΔcpxR et  donc

l’absence  de  la  protéine  CpxR  ne  joue  pas  un  rôle  significatif  dans  l’expression  du

régulon OmpR et notamment pour l’expression des porines  (Gerken et al. 2009). Cela

expliquerait donc nos résultats obtenus dans un mutant ΔcpxR. Il serait intéressant de
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tester un stress à la paroi, tel que l’utilisation de la polymixine E, afin de visualiser l’effet

de l’activation de la voie CpxAR sur le promoteur Prcr1. Si nous suivons notre logique, la

protéine CpxR phosphorylée suite à ce signal, augmenterait l’expression de la protéine

MzrA. Cette augmentation aurait pour conséquence la modulation de la protéine EnvZ

en faveur d’un profil OmpF et donc potentiellement sur l’augmentation de l’activité de

Prcr1 (Figure 48). 
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Figure 48: Modèle de régulation pour le promoteur du gène de la transposase de l'élément ISCR1

Le promoteur Prcr1 (en noir)  exprime le gène de la  transposase  rcr1 (en violet)  sous  le contrôle du
répresseur LexA (en rouge) et de la protéine OmpR (en vert) dans des conditions hypo-osmotiques. La
protéine OmpR doit son activité à l’histidine Kinase EnvZ (envert clair) du système à deux composants
OmpR/EnvZ. Cette dernière est sous l’effet modulatoire de la protéine MzrA (en jaune) dont l’expression
est dépendante de la protéine CpxR (en bleu) et de son histdine kinase CpxA (en bleu clair). Le gène de la
protéine OmpR est lui-même sous la régulation négative des protéines CRP (en rose) et IHF (en orange).
Les régulations négatives sont matérialisés par une flèche de cotation rouge, les régulations positives par
des flèches vertes,  et les activations par  des activités de phosphorylation/déphosphorylation par des
flèches violettes. P : Phosphate
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Stress  hypo-osmotique  et  système  SOS  induits :  des  conditions  présentes  en

biofilm ?

Il semblerait que l’expression du gène de la transposase de ISCR1 soit à la fois sous la

régulation négative de la protéine LexA et sous le contrôle positif de la protéine OmpR,

en  conditions  hypo-osmotiques  (Figure 48).  Globalement,  pour  avoir  une  expression

optimale,  la  bactérie  portant  ISCR1 doit  rencontrer  à  la  fois  un  stress  induisant  la

réponse SOS (pour lever la répression du promoteur Prcr1) et à la fois un stress hypo-

osmotique afin d’augmenter l’expression du gène de la transposase. Or, le biofilm est le

mode  de  vie  dans  lequel  les  bactéries  sont  susceptibles  d’être  confrontées

simultanément à ces deux types de stress. En effet, le système SOS est induit en biofilm

(Beloin et al. 2004). Des études ont aussi montré que la protéine OmpR était impliquée

dans la formation du biofilm (Samanta et al. 2013; S. Shin et Park 1995). En comparaison

avec  un  mode  de  vie  planctonique,  des  études  de  transcriptomes  ont  montré  que

certains gènes du régulon OmpR étaient surexprimés en biofilm  (Beloin et al.  2004).

Cependant, peu d’informations sont disponibles sur l’état des conditions osmotiques au

sein  d’un  biofilm.  Il  est  vrai  que  ce  biofilm est  un  milieu  très  hétérogène,  avec  des

conditions  physiologiques  ainsi  que  des  structures  très  différentes  en  fonction  des

gradients de nutriments, de déchets et d’oxygène au sein d’un même biofilm (Monds et

O’Toole 2009). Il serait donc possible qu’au sein d’un même biofilm, plusieurs conditions

existent et que certaines bactéries subissent à la fois des stress induisant des dommages

à l’ADN et des conditions hypo-osmotiques. Cela signifie aussi que l’expression de rcr1

pourrait être dépendante de la position de la bactérie au sein d’un biofilm. Seulement,

ces conditions sont difficilement mesurables car lors des études d’expression en biofilm,

l’ensemble du biofilm est récupéré. Cela signifie que la mesure sera globale et non pas

spécifique  d’une  micro-niche,  dans  laquelle  les  deux  conditions  nécessaires  à

l’expression optimale de la transposase sont réunies. 
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Conclusions et Perspectives
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Ce travail de thèse avait pour objectif d’étudier la fonction et la régulation d’une IS de

plus  en  plus  décrite,  ISCR1.  Nous  avons  pu  dans  un  premier  temps,  répertorier  et

analyser les caractéristiques des éléments ISCR disponibles dans la Genbank grâce à une

étude in silico. Cela a permis de clarifier la nomenclature des ISCR sur la base des critères

appliqués  aux  autre  familles  d’IS.  En  se  basant  sur  la  séquence  protéique  de  la

transposase, nous avons distingué deux sous-groupes d’éléments ISCR. 

Dans un second temps, nous avons mis en évidence la contribution de l’élément ISCR1 à

l’expression des gènes en aval. Nous avons déterminé qu’une région d’ISCR1 contient

des  promoteurs  POUT qui  participent  à  l’expression  des  gènes  en  aval.  De  plus,  ces

promoteurs peuvent s’avérer essentiels pour conférer un phénotype de résistance selon

la nature de la protéine codée par le gène en aval. Il serait alors intéressant d’étendre

cette étude pour des gènes qui ne codent pas pour des résistances aux antibiotiques

car lors de l’analyse de la région en aval de ISCR1, des gènes impliqués dans d’autres

fonctions ont été identifiés (stress, transposition etc.). Lors de l’analyse  in silico, nous

avons  observé que d’autres  ISCR contiennent  dans  leur  région  oriIS  un  ou  plusieurs

promoteurs  putatifs.  Certains  ISCR possèdent  des  gènes  de  résistance  dans  leur

environnement direct en aval : c’est le cas de ISCR2 qui possède le gène rmtH (Beyrouthy

et al. 2017) et de ISCR20 qui possède le gène blaTLA-1 (Beatrice Berçot et al. 2010). L’étude

effectuée chez ISCR1 pourrait alors être réalisée chez ces autres ISCR. 

Dans un troisième temps, nous avons mis en évidence une régulation du promoteur du

gène de la transposase de l’élément ISCR1, Prcr1 dépendante de la réponse SOS et dans

des  conditions  hypo-osmotiques.  Ces  résultats  sont  à  compléter  par  des  essais  de

complémentation avec les protéines CRP, IHF et OmpR. Des  expériences de retard

sur gel permettraient de confirmer la fixation ou non des protéines, IHF, CRP et OmpR

au sein  de la  région  promotrice du gène  rcr1.  L’activité  de Prcr1 pourrait  aussi  être

mesurée en biofilm, condition dans laquelle un stress hypo-osmotique et une induction
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SOS peuvent être associés. En sachant que l’élément ISCR1 est présent dans plusieurs

protéobactéries, il serait intéressant de mesurer son activité au sein d’autres bactéries

hôtes. En effet, les modalités d’expression et de régulation pourraient être différentes

selon les espèces. Enfin, cette étude pourrait être étendue à d’autres membres de la

famille ISCR afin de déterminer le profil de régulation du promoteur de leur gène de

transposase. 

Nos travaux sur la régulation de la transposase de ISCR1 représentent une base solide

pour la  détermination d’un mécanisme potentiel de transposition qui représente la

prochaine étape dans la caractérisation de l’élément. De plus, cela constitue clairement

une étape importante de la caractérisation de ISCR1 et de la compréhension de son

succès dans les populations bactériennes. 

L’expertise acquise à travers l’étude de la régulation de ISCR1 nous permettra à terme

d‘aborder d’autres familles d’IS impliquées dans l’antibiorésistance.
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Annexe 1. Liste des amorces utilisées dans cette étude

Numéro Nom Séquence 5’  3’→5’ Utilisation

1 PORF513_EcoRI_L CCGGAATTCTAGCATTCACCTTC Amplification de la 
région terIS contenant la
région promotrice du 
gène rcr1

2 PORF513_BamHI_
R

GCGGGATCCATGGGTATCCTCCGCTGATA

3 PISCR1EcoR1-
short

CGCGAATTCAGCGATGTCTAGGGCCAGAC Amplification de la 
région terIS raccourcie à 
80 bp contenant les 
séquences promotrices 
du gène rcr1

4 PORF513_BamHI_
R

GCGGGATCCATGGGTATCCTCCGCTGATA

5 Prcr1-10mutL TGAACGCAAGCCGCTGACGCTGTACATAACCA
CAGTATCAGCG

Mutations de la boîte-10
6 Prcr1-10mutR GATACTGTGGTTATGTACAGCGTCAGCGGCTT

GCGTTCAGACG

7 Prcr1-35MutR GGCTTGCGTTCAGACTGCGGGTCTGGCCCTAG
ACA Mutations de la boîte -

358 Prcr1-35MutL TGTCTAGGGCCAGACCCGCAGTCTGAACGCAA
GCCGC

9 ISCR1lexAmutR ATCCTCCGCTGATAAGTTGGTTATGTACAGTAT
CAGCG Mutations au sein de la 

boîte LexA10 ISCR1lexAmutL CTGATACTGTACATAACCAACTTATCAGCGGA
GGATAC

11 Prcr1-mutTGNR GATACTGTGGTTATGTACAGTATGTGCGGCTTG
CGTTCAGACG Mutations au sein de la 

séquence TGN12 Prcr1-mutTGNL TGAACGCAAGCCGCACATACTGTACATAACCA
CAGTATCAGCG

13 ompR_check_R CACATTGGGTATAACGTGATCATATCAACA Vérification de la 
délétion 
chromosomique du 
gène ompR

14 ompR_check_L CTCAACGCGCACTTCCGTCGGGCCGCCCAG

15 crp-ext-5 CACCAGCGTTTGTCGAAGTG Vérification de la 
délétion 
chromosomique du 
gène crp

16 crp-ext-3 ACGTCACATTACCGTGCAGT 

17 ihfA-ext5 GAATGAGGTTGAGTTCCGT Vérification de la 
délétion 
chromosomique du 
gène ihfA

18 ihfA-ext3 TTGGGGAGTTGCCCTTGC 

19 cpxR-ext5 GCCATCTCAACCTGACGAG Vérification de la 
délétion 
chromosomique du 
gène cpxR

20 cpxR-ext3 ACTGCTGGCCGGACGAATC 

21 pOmpF_F_EcoRI CGCGAATTCCGGTGTTCACAAAGTTCCTTAAA
TTT Amplification de la 

région promotrice du 
gène ompF22 pOmpF_R_BamHI CCCGGATCCCATCATTATTTATTACCCTCATGGT

TTTTT

23 pOmpC_R_BamHI CCCGGATCCCATGTTATTAACCCTCTGTTATATG
CCTTT

Amplification de la 
région promotrice du 
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gène ompC
24 pOmpC_F_EcoRI CGCGAATTCTTTAACCTTGAATTATTATTGCTT

GATGTTAGGTG

25 MRVD2 TTCTGCTGACGCACCGGTG Vérification de l’insert 
dans le pSU38totΔlacZ26 Fwd GTGACTGGGAAAACCCTGGCG

27 ISCR-GS-R CAGCGTCTGGTCGGGTTG Amplification des 
sondes ADN pour gel 
retard

28 ISCR-GS-L CAACCGTAGTGGCTAGAT

29 ompR1_mut_L Mutations au sein de 
site OmpR 130 ompR1_mut_R

31 ompR2_mut_L Mutations au sein du 
site OmpR 232 ompR2_mut_R
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Annexe 2. Liste des communications scientifiques

Communications orales     :  

Nationale

Lallement C, Ploy M.C and Jové T.  Impact of new bacterial insertion sequences family

in  antibioresistance.  Journée GEIST (Génomique,  Environnement,  Immunité,  Santé  et

Thérapeutiques) 2017 (Limoges, France)

Posters     :  

Jové T., Lallement C., Ploy M.C. Contribution d’ISCR1 à l’expression de la résistance aux

antibiotiques. Journée de la Recherche Tours-Limoges-Poitiers 2016 (Limoges, France)

Lallement  C,  Jové  T  and  Ploy  M.C.  SOS  induction  of  ISCR elements  family  and

contribution to antibiotic resistance. International Congress of Transposable Elements

2016 (St Malo, France)

Lallement  C,  Jové  T  and  Ploy  M.C.  ISCR1 contributes  to  antibiotic  resistance.

Federation of European Microbiological Societies Congress 2017 (Valence, Espagne)
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Caractérisation des séquences d’insertions ISCR bactériennes impliquées dans la 
résistance aux antibiotiques

Les ISCR constituent une famille de séquences d’insertions bactériennes décrits récemment
dans  des  contextes  cliniques  et  d’antibiorésistance.  Les  transposases  codées  par  ces  IS
appartiennent  à  la  famille  des  HUH  transposases  qui  transposent  selon un mécanisme  en
cercle roulant.  Néanmoins, aucune donnée expérimentale n’existe à ce jour. La famille ISCR
compte 19 membres mais ont été peu caractérisés. C’est pourquoi, nous avons fait une mise à
jour des informations sur ces éléments en analysant in silico les principales caractéristiques par
une étude  in silico.  Nous nous sommes ensuite intéressés à l’implication de l’élément ISCR1
dans l’expression de la région variable en aval. Cet élément contient deux promoteurs orientés
vers l’extérieur (POUT) dans sa région en 3’. Après une analyse de la diversité des gènes, nous
avons remarqué que la plupart des gènes en aval étaient orientés dans le même sens que ces
POUT et qu’ils pouvaient être exprimés à partir des deux promoteurs. Nous avons montré que
pour  deux  gènes  de  résistance  dfrA19  et blaCTX-M-9,  ces  promoteurs  augmentent  le  niveau
d’expression.  De  plus,  la  région  contenant  les  deux  promoteurs  est  nécessaire  pour  que
l’expression  de  blaCTX-M-9 confère  un  phénotype  de  résistance.  En  parallèle,  nous  avons
déterminé  la  régulation  du  promoteur  du  gène  de  la  transposase  de  ISCR1.  Nous  avons
identifié  des  motifs  de  régulation  pour  les  régulateurs  LexA  et  OmpR  et  déterminé
expérimentalement que le promoteur du gène de la transposase de ISCR1 était  régulé de
façon négative par la protéine LexA, régulateur majeur de la réponse SOS et de façon positive
par la protéine OmpR en conditions hypo-osmotiques. Nous proposons donc un modèle selon
lequel  ISCR1 est  un  élément  dont  la  mobilité  serait  conditionnée  par  des  facteurs
environnementaux et en même temps, assurerait l’expression constitutive de gènes en aval,
notamment impliqués dans l’antibiorésistance. 

Mots-clés : Séquences d’insertions, ISCR, POUT, Régulation

Characterization of bacterial insertion sequences ISCR involved in antibiotic 
resistance

ISCR are  a  bacterial  insertion  sequences,  recently  described  in  clinical  settings,  frequently
related to antibiotic resistance. These ISCR-encoded transposases belong to the well-known
HUH  transposases  family,  which  transpose  by  rolling-circle  replication.  However,  the
transposition mechanism of ISCR transposases has not been shown experimentally. ISCR family
includes 19 members and has not been well characterized yet. Therefore, we updated in silico
already known characteristics for each ISCR element. Then, we investigated the involvement of
ISCR1 in the expression of the downstream genes. Indeed, ISCR1 carries two outward-oriented
promoters called POUT.  By analyzing the diversity of the downstream region,  we found that
most of genes were in the same orientation as POUT promoters, suggesting these downstream
genes are expressed from POUT. It thus showed that these two promoters are able to express
two antibiotic resistance genes (dfrA19 and blaCTX-M-9  ). Moreover, the region containing POUT is
essential  to  provide  an  ESBL-resistance  phenotype  for  blaCTX-M-9 gene.  Moreover,  we  also
wanted to analyze the regulatory network involved in the expression of the ISCR1 transposase,
RCR1. We experimentally determined that two regulatory proteins LexA and OmpR, involved in
response to different stress (DNA damages and osmotic shock),  control the activity of  rcr1
promoter.  LexA  protein  represses   Prcr1 whereas  OmpR  activates  Prcr1 in  hypo-osmotic
conditions. Here, we propose a model in which ISCR1 transposition would be the control of
environmental stresses and at the same time, insured the expression of downstream antibiotic
resistance genes. 

Keywords : Insertion sequences, ISCR, POUT, Regulation
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