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RESUME

Helicobacter pylori (H. pylori) est une bactérie Gram-négative colonisant durablement
I’estomac d’une personne sur deux a travers le monde. Sa présence est associée avec la
plupart des ulceres et cancers gastriques. Bien que les facteurs protéiques impliqués dans la
virulence et I’adaptation de la bactérie a I’environnement gastrique ont été largement étudiés,
peu d’informations sont disponibles concernant la régulation de I’expression de ses genes.

Les récentes techniques de séquengage a haut-débit ont révolutionné 1’analyse des
transcriptomes bactériens, et donc la compréhension de la régulation des geénes chez les
procaryotes. Mon laboratoire d’accueil s’intéresse plus particulierement a la régulation par les
petits ARNs non codant (SARNnc). Chez H. pylori, I’analyse du transcriptome de la souche
26695 a révélé une centaine de SARNnc et I’expression de soixante d’entre eux a été
confirmée par Northern Blot.

Mon travail s’est inscrit dans I’analyse de ces différents SARNs c’est a dire dans la
compréhension du réle de ces ARNs dans les mécanismes de régulation de la traduction ainsi
que dans la physiologie ou la pathogénicité d’H. pylori. Pour cela mon étude s’est portée sur
un petit ARN trés abondant, le HPnc5490 et d’une famille de SARN nommés [soA.

Des études préliminaires ont montré que le HPnc5490 pourrait étre impliqué dans la
régulation de la traduction de la protéine TlpB par un mécanisme « trans » antisens. La
protéine TlpB étant un récepteur membranaire impliqué dans le pH-tactisme de la bactérie, le
SARN HPnc5490 serait lui aussi impliqué dans ce processus physiologique via la régulation
de TlpB. Les résultats obtenus lors de cette étude confirment cette hypothese.

Par ailleurs, la famille des IsoA compte 6 membres homologues dans la souche 26695.
Ils régulent de maniere « cis » antisens la traduction de petits peptides de 30 acides aminés
codés par des ARNs messagers nommés aapA. Ce duo aapA/IsoA est trés similaire aux
cassettes toxine-antitoxine (TA) de type I décrites dans la littérature. Une partie de notre étude
a permis de confirmer 1’appartenance de ces cassettes aux TA de type 1. Une autre partie de
notre travail, une étude bioinformatique, nous a permis de montrer la grande conservation de
ces cassettes au sein de nombreuses souches d’H. pylori. Une derniére partie nous a permis de
monter I’implication de la RNase III dans la maturation des ARNs d’H. pylori.

Ce travail a donc permis d’apporter de nouvelles données dans la compréhension de la
régulation de I’expression des genes de H. pylori.

Mots clés : Helicobacter pylori, petits ARNs non codants, cassettes toxine-antitoxine,

régulation post transcriptionnelle
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Premiere partie : Introduction



Chapitre 1 : Helicobacter pylori (H. pylori)
a) Généralités

Au début des années 80, deux chercheurs australiens, Barry Marshall et Robin Warren,
isolent la bactérie H. pylori, a partir de biopsies de patients souffrants d’ulcéres gastriques
(Marshall and Warren 1984). Ces travaux leur valurent le prix Nobel de médecine en 2005.

H. pylori est un petit bacille Gram négatif d’environ 3 um de long et 0,75 um de large
(de Korwin, 2010). Elle appartient aux Epsilonproteobactéria, a 1’ordre des
Camylobacteriales et a la famille des Helicobacteriaceae. Cette bactérie est microaérophile,
posséde 5 a 6 flagelles engainés et une morphologie spiralée. Elle colonise exclusivement
I’estomac humain, et c’est d’ailleurs le seul micro-organisme connu a pouvoir survivre dans
cette niche hostile, du fait de son acidité. Environ 50% de la population mondiale est infectée
par cette bactérie. Cependant, la prévalence de I’infection différe selon les pays. En effet,
I’hygiéne et la promiscuité jouent un grand réle dans la transmission de cette bactérie, qui se
fait principalement de maniére oro-orale au cours la petite enfance (de Korwin, 2010).

Une fois acquise et en absence de traitement, la bactérie est capable de se développer
et de persister dans 1’estomac de son héte tout au long de sa vie. Bien que I’infection passe
inapercue dans 70% des cas, il est aujourd’hui admis que H. pylori est I’agent causal de
pathologies gastriques telles que les gastrites chroniques et les ulceéres. Chez les personnes
atteintes d’ulceres, le contexte infectieux et inflammatoire 1i¢ a I’infection persistante par H.
pylori peut conduire, dans 1% des cas, a I’apparition d’un cancer de la muqueuse gastrique ou
des tissus lymphoides associés (lymphome du MALT). Le cancer gastrique est le quatriéme
cancer le plus fréquent dans le monde, et le deuxiéme le plus meurtrier apres le cancer du
poumon, faisant de I’infection a H. pylori un probléme de santé publique majeur (site de
référence : http://www.helicobacter.fr).

b) Adaptation, colonisation et virulence

H. pylori infecte généralement la région inférieure de 1’estomac, appelée le pylore, ou
elle se développe au contact des cellules de la paroi gastrique. La survie et la persistance de la
bactérie sont liées a I’expression de plusieurs facteurs de colonisation et de virulence.

Lors de son arrivée dans I’estomac, H. pylori doit s’adapter a ce milieu hostile. Pour
cela, elle va fuir le pH trés acide (environ pH 2) de la lumiére stomacale pour se rapprocher
des cellules épithéliales de la paroi gastrique, ou le pH est moins agressif (environ pH 7). Afin
d’atteindre ces cellules, la bactérie va traverser 1’épaisse couche de mucus sécrété¢ par les
cellules gastriques en utilisant sa forme spiralée et ses flagelles (Croxen et al., 2006). A ce
niveau, la bactérie va se fixer aux cellules gastriques par I’intermédiaire de ces adhésines
(BabA/B, SabA), protéines appartenant a la famille des protéines de la membrane externe.
Ces adhésines sont des facteurs de colonisation essentiels (Guruge et al., 1998).

Grace a la forte activité¢ de son enzyme uréase, la bactérie est capable de produire des
ions ammoniacs (par hydrolyse de 1’urée présente dans I’estomac) afin de tamponner son pH
périplasmique (Scott et al., 1998; Stingl et al., 2002). Ce processus permet a la bactérie de
résister a long terme a I’acidité gastrique.

Les souches les plus virulentes, associées aux ulceres et au cancer gastrique, possedent
sur leur génome un filot de pathogenicité CagPAI (cyfotoxin associated gene pathogenicity
island) d’une trentaine de geénes, impliqué dans sa virulence. Il code notamment pour un
systeme de sécrétion de type IV et la toxine CagA (Censini et al., 1996). Une fois la bactérie



fixée aux cellules, CagA est injectée dans le cytoplasme de la cellule hote par ce systéme de
sécrétion de type IV, ou elle va pouvoir interférer avec de nombreuses voies de signalisation,
altérant 1’¢état physiologique de la cellule. La toxine vacuolisante VacA est également
impliquée dans la virulence d’H. pylori. Elle est sécrétée dans le milieu extérieur puis se fixe
a la surface des cellules humaines, dans lesquelles la toxine est internalisée et induit la
formation de pores, anion-sélectifs, au niveau des membranes de la mitochondrie et des
endosomes tardifs. Ceci provoque dans un premier temps la formation de vacuoles puis dans
un deuxieme temps I’apoptose cellulaire (Rudi ef al., 1998).

La destruction des cellules épithéliales gastriques, associée a la réponse immunitaire
dirigée contre H. pylori sont a 1’origine de I’inflammation de la muqueuse gastrique et du
développement des pathologies gastro-duodénales.

¢) Le génome d’H. pylori

En raison de sa petite taille (1.6 Mb environ), le génome d’H. pylori fut I’un des
premiers génomes bactériens séquences, grace aux travaux de 1’équipe du Dr Venter (Tomb et
al., 1997) Ces derniers ont travaillé sur la souche 26695, provenant d’un patient anglais
souffrant de gastrite chronique (Tomb et al., 1997). D¢s lors, cette souche est devenue la
souche de référence. Malheureusement les nombreux passages qu’elle a subis in vitro ont fait
de la 26695 une souche adaptée a la culture en laboratoire. Notamment, elle a acquit des
mutations au niveau des genes codant pour ses flagelles, la rendant immobile et non
compétente pour la colonisation in vivo. C’est pour cela que, pour les tests de colonisation
chez la souris, d’autres souches sont utilisées, comme, la souche X47 2 AL (Ermak et al.,
1998).

Désormais une vingtaine de génomes, issus de souches originaires de différentes zones
géographiques, ont été publiés.

L’analyse du génome d’H. pylori montre une grande disparité avec ceux d’autres
souches bactériennes Gram négatif, ainsi qu’entre les souches d’H. pylori elles-mémes. Ces
divergences reflétent I’adaptation d’H. pylori a ’estomac et sa longue évolution isolée des
autres especes bactériennes.

d) Régulation de I’expression des genes chez H. pylori

L’expression des geénes de virulence et d’adaptation a I’environnement gastrique
nécessite une régulation fine et rapide en fonction des conditions environnantes, parfois tres
hostiles (comme 1’acidité ou la réponse immunitaire).

Cependant, les études par génomique comparative, montrent qu’H. pylori ne possede
qu'un nombre restreint de facteurs protéiques (facteur de transcription, systémes a deux
composants) impliqués dans la régulation de la réponse au stress et communément rencontrés
chez les autres bactéries (Alm et al., 1999; Tomb et al., 1997). Ce faible nombre de protéines
régulatrices ne permet pas de comprendre avec précision comment H. pylori adapte
I’expression de ses geénes en fonction des différentes conditions environnementales
rencontrées dans I’estomac.

Récemment, des travaux publiés par mon laboratoire d’accueil en collaboration avec
deux équipes allemandes (Max Planck Institut et Leipzig University, Berlin) ont révélé
I’existence de trés nombreux petits ARN non codants, des petites molécules connues pour
intervenir également dans la régulation de I’expression des genes (Sharma et al., 2010).

Pour identifier ces petits ARN , ils ont adapté une technique récente de séquencage a
haut débit (pyroséquengage 454, Sharma et al, 2010) pour séquencer le transcriptome complet
d’H. pylori souche 26695, c'est-a-dire I’ensemble des ARN exprimés par la bactérie, en



fonction des conditions de culture (Sharma et al., 2010). Ce séquengage a permis de découvrir
une centaine de candidats ARNs non codant potentiellement régulateurs.

Au regard du faible nombre de facteurs de régulation protéiques découverts chez H.
pylori, ces petits ARN régulateurs, qui seront plus précisément décrits dans le Chapitre 2 de
I’Introduction, constituent une piste intéressante pour mieux comprendre la régulation de
I’expression des geénes chez cette bactérie.

e) La compétence naturelle et la recombinaison
homologue

La diversité de séquences au sein de I’espéce est due a une capacité de haute fréquence
de recombinaison et a une compétence naturelle a 1’assimilation d’ADN, c'est-a-dire a
incorporer des fragments d’ADN présents dans le milieu extracellulaire. Différentes manicres
de modifier le génome existent chez d’H. pylori, mais la recombinaison homologue sur son
propre génome est I’événement le plus fréquent. Il faut savoir que les échanges génétiques
horizontaux sont plus fréquents chez H. pylori que dans les autres espéces. Le transfert de
genes horizontal se fait grace aux systémes de sécrétion de type IV dont toutes les espéces
d’H. pylori sont pourvues (Pyndiah et al., 2005, Humbert et al., 2011). En effet, H. pylori
posséde deux systemes de type IV : 'un codé dans I’ilot de pathogénicité cag PAI, composé
de sous unités nommés VirB et impliqué dans 1’injection de la protéine CagA dans les cellules
eucaryotes hotes. Le deuxieéme, composé¢ de sous unités nommés comB est impliqué dans
I’export d’ADN, la sécrétion de protéines, ainsi que dans la compétence naturelle d’H pylori,
(Smeets et al., 2002, Hofreuter et al., 2001) et est aussi impliqué dans la conjugaison
bactérienne (Hofreuter et al., 2001), qui consiste au transfert d’un plasmide d’une bactérie
donneuse a une bactérie receveuse.

Bien que les outils disponibles pour réaliser des manipulations génétiques chez H.
pylori soient encore tres restreints, sa compétence naturelle et ses capacités de recombinaison
homologue s’averent tres utiles pour générer des mutants de délétion d’un géne.

Chapitre 2 : Les petits ARNs régulateurs

Pendant longtemps, la communauté scientifique pensait que les phénoménes de
régulation de I’expression des génes étaient uniquement assurés par des protéines dites
régulatrices telles que les facteurs de transcription notamment.

Cependant, depuis une dizaine d’années, un nombre croissant de travaux rapportent
I’implication de petites molécules d’ARNs dans la régulation de I’expression des génes, et ce
dans tous les organismes du régne vivant.

Chez les eucaryotes, ces molécules sont connues sous le nom de microARN, et ils sont
impliqués dans le contréle d’une grande variété de processus cellulaires. A I’instar des
eucaryotes, il apparait que les bactéries disposent également de nombreux régulateurs
d’origine ribonucléique impliqués dans des réseaux de régulation complexes et essentiels dans
la physiologie ou la virulence. Ces molécules sont qualifiées de petits ARNs régulateurs ou
sRNA/sARN (pour « small » RNA).

a) Origine

La synthése des ARNSs est effectuée par le mécanisme de transcription, a partir de
I’ ADN. Seul un des deux brins de I’ADN est copié. La syntheése de I’ARN se fait dans le sens
5’ a 3’, de fagon complémentaire. Le début de la transcription se fait par I’appariement de



I’ARN polymérase au promoteur : région d’environ 40 nucléotides située en 5’ (soit juste
avant) la partie transcrite. Ce promoteur est composé de deux séquences conservées : la boite
-35 et la boite -10. Par convention, on appelle le 1° nucléotide a partir duquel la transcription
commence +1. La fin de la transcription, chez les procaryotes, se fait au niveau d’une région
dite Rho dépendante (riche en U) ou d’une région Rho indépendante (structure en tige-boucle
suivie d’une région riche en U), ou I’enzyme se décroche de I’ADN.

Plusieurs types d’ARN sont transcrits, les ARNs messagers (ARNm, codant pour les
protéines), les ARNs de transfert (emmenant les acides aminés aux ribosomes), les ARNs
ribosomiques (acteur majeur de la synthése protéique) et les ARNs non codant (impliqués
dans la régulation de la traduction).

Dans la famille des ARNs non codant (ARNnc), on retrouve les petits ARNnc nommés
sARNs. Les sARN sont des transcrits qui ont une taille pouvant varier de 30 a 500 nucléotides
et ne codent pas pour des protéines, dans la trés large majorité des cas. La plupart des SARNs
étudiés a ce jour sont transcrits a partir des régions intergéniques, autrement dit, des régions
d’ADN comprises entre deux geénes codant pour des protéines.

Les ARNnc régulateurs affectent directement 1’expression des protéines.

Les sARNs exercent leur activité régulatrice au niveau post-transcriptionnel selon deux modes
d’actions différents, dépendants de la nature des molécules cibles : par liaison ARN-ARN, ou
par liaison ARN-protéine, (Repoila & Darfeuille, 2009). Ce deuxiéme mode d’action ne sera
pas développé ici.

b) Mode d’action

Au cours du mécanisme de la traduction, les ARNm sont traduits en protéines. La
traduction d’'un ARNm débute au niveau du codon initiateur de la traduction (ou codon
« start »), composé du tri-nucléotides AUG, et se termine au codon « stop ». La séquence
entre ces deux codons est dite codante. Cette séquence codante est entourée de régions non
traduites. La région en amont, nommeée région 5’ non traduite (5’UTR) contient notamment
une séquence conserveée, site de fixation du ribosome, nommée Shine Dalgarno (SD),ou RBS
(ribosome binding site). Composé de deux sous unités, le ribosome se lie a la séquence SD.
La lecture de la séquence codante conduit a I’assemblage des acides aminés (AA) selon le
code génétique (trois bases = un codon = un AA).

Les séquences non traduites des ARNm procaryotes sont connues pour contenir des
¢léments de régulation importants, tel que les sites de fixation des SARNs.

La plupart des SARNs caractérisés, régulent la traduction ou la stabilité de leur ARNm
cible par appariement de bases avec la région 5’UTR (Beisel and Storz, 2010). L’ appariement
du SARN a sa cible entraine une inhibition de la traduction, suivie trés souvent d’une
dégradation de I’ARNm (Repoila and Darfeuille, 2009). Cette dégradation est effectuée par la
RNase E ou la RNase III. La RNase E est une endoribonucléase qui coupe des régions d’ARN
simple brin et qui est présente dans un complexe multiprotéique de dégradation de I’ARN,
appelé le dégradosome (Carpousis, 2002). La RNase III est une endoribonucléase dégradant
les duplex d’ARN double brin (Nicholson, 1999).

La régulation de la traduction effectuée par les ARNnc se fait de maniére antisense,
c'est-a-dire par appariement de bases entre deux brins antiparall¢les. Ils régulent 1’étape
d’initiation de la traduction et ont donc une action au niveau post transcriptionnel. Il existe
deux types de régulation : la régulation négative et la régulation positive. Cette derniere est
encore trés peu décrite.

La traduction est initiée par 1’appariement séquence spécifique de la sous unité 30S du
ribosome a la région RBS. La fixation du sARN a I’ARNm masque le site de fixation du
ribosome, empéchant ainsi 1’association de la sous unité 30S du ribosomes et par conséquent
I’initiation de la traduction (Frohlich and Vogel, 2009).



Lors de la régulation positive, ’ARNnc vient libérer la séquence Shine Dalgarno
séquestrée par la structure secondaire de ’ARNm, en s’hybridant par complémentarité¢ de
bases en amont de la séquence SD dans la région 5’UTR de I’ARNm (Frohlich and Vogel,
2009).

Pour ces deux types de régulation, les SARN régulateurs peuvent étre codés a partir du
méme locus génomique que I’ARNm cible (dit codé en « cis ») ou a un locus différent (dit
codé en « trans ») :

La régulation en « cis » : le SARN et sa cible sont sur le méme locus génomique, [’un
sur le brin sens, I’autre sur le brin antisens de I’ADN. Ces deux ARNSs se chevauchent, et sont
donc parfaitement complémentaires (Storz et al., 2005). Seulement 30 locus cis-antisens
¢taient identifiés chez les procaryotes en 2009 (Sorek et al., 2010).

La régulation en « trans» : le sARN et sa cible sont sur des locus génomiques
distincts. Les deux ARNs ne se chevauchent pas et sont partiellement complémentaires (Storz
et al., 2005).

I1 faut savoir que les SARNSs sont présents dans toutes les proteobacterias. Cependant il
existe des différences entre les subdivisions de la taxonomie. En effet, aucune homologie de
séquence des sARNs présents chez de nombreuses bactéries, comme celles appartenant a
I’ordre des enterobacteriales (y proteobacteria), n’est retrouvée chez H. pylori (e
proteobacteria) (Sharma et al., 2010).

De plus, méme entre deux ordres de la méme subdivision, comme les
Pseudomonadales et les Enterobacteriales, certains sARNs ont des séquences différentes
(Sonnleitner and Hass, 2011).

Des différences apparaissent également dans la conservation de la protéine Hfq au sein
des proteobacterias. Cette protéine chaperone intervient dans la reconnaissance et dans
I’appariement du sARN et de sa cible. Trés conservée au sein des y proteobacteria ainsi que
dans les a proteobacteria (Sobrero and Valverde, 2011), elle est absente des € proteobacteria
(Valentin-Hensen et al., 2004).

¢) Leurs roles

Les travaux récents ont montré que les SARNs ont un role clé dans la physiologie des
procaryotes, notamment lors de leur adaptation aux changements environnementaux (Repoila
& Darfeuille, 2009).

Ce sont des modulateurs de I’expression des geénes au niveau post transcriptionnel
(Frohlich and Vogel, 2009). Ils ont été décrits jouant un réle dans des processus biologiques
tel que la virulence, la réponse au stress et le quorum sensing (Papenfort et al., 2010) (tableau
1). Les exemples cités dans le tableau 1, sont des SARNs codés en trans de leur cible ARNm.

» Régulation du quorum sensing (Papenfort et al., 2010) :

Le quorum sensing est considéré comme une forme de communication bactérienne se
faisant au travers de la production, la sécrétion et la détection d’une petite molécule appelée
autoinducer (Al). L’augmentation de la concentration en Al dans I’environnement des
cellules induit un changement physiologique. Ceci peut également affecter la formation de
biofilm, la sporulation ou la virulence. Chez Vibrio chlolerae le SARN Qrr est impliqué dans
le rétrocontrole du quorum sensing .

» Régulateur des génes de virulence (Papenfort et al., 2010):

Chez Clostridium perfringens, le SARN VR-RNA fait partie de la voie de régulation
par VirR/S, un systtme majeur de controle de la production de toxine. Il agit comme
activateur de la synthése de 1’a-toxine, de la collagénase (K-toxine) et de la f2-toxine par des
mécanismes encore inconnus.



Chez Staphylococcus aureus, le SARN RNAIII est impliqué dans la régulation de la
syntheése de I’a-hémolysine. En effet, son appariement a I’ARNm /la, codant I’a-hémolysine,
induit la formation d’une structure secondaire inhibitrice de la traduction de ce dernier.

Les sARNs sont également impliqués dans la régulation de 1’expression de toxines,
comme le SARN RNAIII chez Staphylococcus aureus. En effet, ce SARN est un répresseur
traductionnel de I’ARNm rot (repressor of toxin) (tableau 1) (Papenfort et al., 2010). La
toxine régulée par le RNAIII est une toxine nocive pour ’homme.

Sur le génome des procaryotes on retrouve des sARN régulant la traduction d’une
toxine nocive pour la bactérie elle-méme. Ces SARN et leurs ARNm associés entrent dans une
classe particuliere nommeées : modules ou cassettes toxines-antitoxines.

d) Les modules toxines/antitoxines

» Description

Les modules toxine-antitoxine (TA) sont de petits modules génétiques composés en
général de deux ¢€léments : un géne codant pour une toxine (une petite protéine avec des
propriétés bactériostatiques ou bactéricides) et un géne codant pour une antitoxine (une
protéine ou un ARNnc) contrecarrant les effets de la toxine. Ces modules sont abondants dans
les génomes bactériens et pourraient jouer un role dans la réponse au stress et le controle de
I’expression des genes. Cependant, leur rdle biologique est encore débattu (Repoila &
Darfeuille, 2009).

I1 existe trois types de cassettes toxines-antitoxines décrites jusqu'a présent, dépendant
chacune de la nature de I’antitoxine.

* Les antitoxines du systeme de type I sont des ARNSs: le géne codant
pour la protéine, généralement toxique et hydrophobe (dans ce cas un petit peptide <60 acides
aminés), et I’ARN antitoxine sont localisés sur les brins opposés. L’ARN antitoxine, codé en
cis, vient donc s’apparier a la région 5’ ou 3’ UTR de ’ARNm de la toxine pour prévenir la
synthese de la protéine (Fozo et al., 2008).

* Les antitoxines du systeme de type II sont des protéines : elles viennent
se fixer aux toxines et ainsi inhibent leurs activités. En général, ces deux protéines sont
cosynthétisées et leur expression est autorégulée au niveau transcriptionnel par le complexe
toxine-antitoxine. Ce sont les plus abondants dans les génomes bactériens (van der Melderen,
2010).

* Les antitoxines du systéme de type III sont des ARNs : ce systéme est
encore trés peu décrit. Cet ARN est composé d’un motif de 36 nucléotides, répeté 5,5 fois et il
précede le géne codant pour la toxine. Les deux geénes sont cotranscrits. L’ARN antitoxine
interfére avec ’activité de la toxine au lieu de prévenir son expression. Cependant le
mécanisme précis reste inconnu. (van der Melderen, 2010).

Ici nous nous intéresserons plus particulierement aux systémes toxines/antitoxines de
type L.

» Découverte

Les systémes de type I et de types II ont été¢ découverts dans les années 80 sur des
plasmides ou ils participent a la stabilisation de ces derniers. La compréhension du
mécanisme moléculaire de ce phénoméne repose sur la différence de stabilit¢ des deux
composés, toxine et antitoxine. En effet, lorsque la copie du plasmide n’est pas transmise a la
bactérie fille, le pool de toxine et d’antitoxine n’est pas renouvelé. L’antitoxine étant moins
stable que la toxine, elle est donc plus vite dégradée, la toxine n’est alors plus inhibée ce qui
conduit a la mort des bactéries ne possédant pas la copie du plasmide (van der Melderen,
2010). Ces systemes génétiques retrouvés sur des €éléments extrachromosomiques comme les
plasmides ou les phages sont appelés éléments génétique mobiles, a la différence des
systemes TA chromosomiques non mobile (Hazan et al., 2004)



Le premier systeme TA de type I, codé sur un plasmide, découvert a été le systeme
Hok/Sok chez E. coli (Gerdes et al., 1985). Le peptide codé par le géne Hok est hydrophobe
et est capable de tuer les bactéries et le géne Sok code pour un sARN antisens inhibant la
toxicité associée a Hok (Gerdes et al., 1986 ; Gerdes et al., 1990). Par la suite, plusieurs
homologues furent découverts dans différents organismes Gram négatif et positif comme le
systetme RNA I/RNA Il chez Enterococcus faecalis (Greenfield et al., 2000).

La découverte de ces modules TA de type 1 sur le chromosome bactérien est arrivée
que plus tard. La encore, cette premicre s’est faite chez E. coli, en 1999 (Pedersen et al.,
1999), ou des modules TA homologues au systéeme Hok/Sok ont été retrouvé en plusieurs
copies (Pedersen et al., 1999).

Les modules TA de type III ont été découvert en 2009, cependant un seul exemple a été
publié jusqu’a présent (Fineran et al., 2009)

Aujourd’hui, des modules TA sont retrouvés aussi bien chez les bactéries Gram

positifs que Gram négatifs.
» Roles

Ces modules toxines/antitoxines peuvent avoir des rdles trés variés. Ils peuvent étre
impliqué dans la réponse aux stress (manque de nutriments, hautes températures ou stress
oxydatif). L’ activité de la toxine ralentie les processus cellulaires tels que la traduction ou la
croissance, induisant 1’entrée d’une partie de la population bactérienne dans une phase de
dormance, dite phase de stase. Ce mécanisme aiderait la cellule a répondre de manicre
appropriée au stress, lui permettant de reprendre sa croissance lors du retour de conditions
environnementales favorables (Gerdes ef al., 2005, Hazan et al., 2004, Finbar et al., 2003).

Les effets de ces cassettes seraient donc plus bactériostatiques que bactéricides.
(Unoson et al., 2008, van der Melderen 2010). En effet, plusieurs travaux ont montré que la
plupart des toxines avaient un effet bactériostatique, entrainant la formation de cellules
dormantes (Kawano et al., 2009, Dorr et al., 2010).

Cependant, certaines toxines issues de ces modules toxines/antitoxines seraient
impliquées dans la mort cellulaire programmeée d’une grande partie de la population cellulaire,
comme le systetme de type Il mazEF décrit par 1’équipe de Engelberg-Kulka (Hazan et al,
2004). Ce phénomene de mort cellulaire programmée requiére une molecule du quorum-
sensing appelée facteur de mort extracellulaire (extracellular death factor, EDF), qui est un
pentapeptide (Kolodkin-Ga et al., 2007).

Le nouveau module de type III est lui aussi impliqué dans la mort cellulaire des
bactéries infectées par un phage, limitant ainsi la réplication de ce dernier (Fineran et al.,
2009).

Des ¢études ont également révélé 1’implication des modules TA dans ’apparition de
bactéries persistantes, c'est-a-dire tolérantes, mais pas résistantes, aux antibiotiques (Lewis
2007, Dortr et al., 2010). De plus, certains de ces modules TA sont impliqués dans la réponse
SOS (Singletary et al., 2009, Dorr et al., 2010). Cette derniére est une réponse a un stress
subit par les bactéries, qui leur permet de rentrer dans une forme de latence afin de se protéger
et de survive. Ces modules apparaissent donc clairement impliqués dans I’adaptation des
bactéries a leur environnement.

Les modules TA peuvent donc étres impliqués dans le systéme de réponse SOS en
formant des cellules dormantes. Il a ét¢é montré qu’un ou plusieurs composés de la réponse
SOS induisent la formation de cellules persistantes, « persisters », aprés une exposition a des
antibiotiques entrainant des dommages a I’ADN (Lewis 2007, Dorr et al., 2009).

Ces « persisters », formes cellulaires dormantes, sont hautement tolérantes aux
antibiotiques et jouent un réle important dans la récalcitrance des infections. Ces cellules ne
se multiplient pas ou trés lentement et leur synthése protéique diminue. Réinoculées, les
cellules survivantes produisent une nouvelle culture avec une nouvelle sous population de
« persisters », montrant que ces cellules ne sont pas des mutants, mais seulement des variants
phénotypiques de la souche sauvage. Exposer a nouveau les cellules persistantes a des



antibiotiques bactéricides résulte en une faible ou inexistante addition de cellules mortes,
montrant que les cellules persistantes sont des cellules « multidrug » tolérantes. 11 a été
montré que dans ces cellules persistantes, I’expression des geénes TA chromosomiques
augmente, ceci pouvant les relier aux formes bactériennes persitantes (Lewis 2007, Dorr et
al., 2010).

e) Les SARNSs chez H. pylori

Comme évoqué précédemment, les sARNs ont une grande importance dans la
régulation de I’expression des geénes chez les bactéries pathogeénes. Cependant, lors de la
recherche de SARN chez H. pylori, aucun n’a été retrouvé par homologie de séquences avec
les sARNs présents chez d’autres bactéries Gram négative. On peut donc penser que les
processus de régulation de la traduction chez H. pylori seraient d’un nouveau type. Cette
observation rend 1’étude des sARNs chez cette bactérie d’un grand intérét. Pour cela, mon
laboratoire d’accueil a entrepris le séquencage du transcriptome d’H. pylori. Lors de cette
¢tude, une centaine de sARN potentiellement régulateurs a été identifiés. L expression d’une
soixantaine d’entre eux a été validée par Northern Blot. Ils seront nommés HPnc (Sharma et
al, 2010). L objectif de mon travail a donc été de 1) de comprendre le role de ces SARNs dans
les mécanismes de régulation de la traduction et i1) de comprendre le ou le(s) rdle(s) de ces
sARNs dans la physiologie ou la pathogénicité d’H. pylori.

Pour cela, mon laboratoire d’accueil a commencé des études préliminaires de SARNs
particuliérement abondants en phase normale de croissance, le HPnc5490 ainsi qu’une famille
de sARNs appelé aapA/IsoA.

1. sARN HPnc5490

Des études préliminaires menées au laboratoire ont permis de prédire une interaction
entre la boucle du sARN HPnc5490 (structure du HPnc5490) et la région 5’UTR du geéne
codant pour une protéine : TIpB impliquée dans le chimiotactisme de la bactérie. Cette
prédiction a été réalisée grace a I’utilisation du programme de prédiction des cibles des
sARNs (TargetRNA) (Sharma et al., 2010).

Le génome d’H. pylori code pour trois chimiorecepteurs protéiques (TIpA, TlpB et
TlpC) localisés dans la membrane, et un chimiorecepteur protéique soluble (TIpD). TlpB,
aussi nommé HP0103, a été identifié comme nécessaire a la réponse au pH-tactisme (Croxen
et al, 2006). La localisation de H. pylori dans la muqueuse gastrique des mammifeéres est
définie par le gradient de pH naturel dans le mucus gastrique. Il est plus proche de la
neutralité dans la zone environnante des cellules épithéliales et, plus acide au niveau de la
lumiere de I’estomac. La bactérie se niche a I’endroit le moins acide de ’estomac. Grace a la
protéine TlpB, H. pylori pourrait ressentir et répondre a des changements temporaires de
I’acidité locale (Croxen et al., 2006).

Afin d’étudier I’interaction du Hpnc5490 avec la région 5’UTR de ’ARNm de TlpB,
un mutant délété pour HPnc5490, a été construit dans mon laboratoire d’accueil. Chez ce
mutant, on a observé une augmentation de la production de la protéine TlpB pesant environ
60 kDa, ainsi que de I’ARNm portant 1’operon tlpB-HP0102. Cependant, I’expression des
genes tlpA et tlpC reste inchangée. Ces deux genes sont également impliqués dans le
chimiotactisme de la bactérie. Ces résultats suggerent que HPnc5490 régulerait 1’expression
de tlpB par un mécanisme ARN antisens (Sharma et al., 2010).

2. Famille des sARNs aapA/IsoA

Une famille de six SARNs d’environ 80 nucléotides a été identifiée. Ces SARNs sont codés en
« cis », de facon antisens a de petites ORF (open reading frame) homologues d’environ 200
nucléotides qui codent pour de petits peptides d’environ 22 a 30 acides aminés



potentiellement toxiques. Ces SARNs seront nommés IsoA pour « RNA inhibitor of small
ORF family » et numérotés de 1 a 6. Les geénes codants pour les peptides sont nommés AapA
pour « antisens RNA-associated peptide family A » numérotés de 1 a 6 (Sharma et al., 2010).

Grace a la localisation génomique de ces six modules nous avons pu placer les six
locus (A1, A2, A3, A4, AS, A6) sur une représentation schématique du génome d’H. pylori
26695.

Des études menées au laboratoire sur la souche 26695 ont montré qu’in vivo, cinq de
ces aapA produisent des ARNm stables et les génes aapAl a 6 pouvaient étre transcrits puis
traduits in vitro (excepté pour I’aapA2 et ’aapA4).

La prédiction de structure des petits peptides de la famille A montre qu’ils
adopteraient une structure en hélice a. Ils présentent de nombreux acides aminés
hydrophobes, suggérant une interaction avec la membrane (Sharma et al., 2010).

Cette configuration de SARN localisé¢ en « cis » d’un ARNm codant pour un peptide
potentiellement toxique, ressemble beaucoup a celle des cassettes toxine-antitoxine de type I,
retrouvé chez de nombreux microorganismes. De plus, la courte taille, la région tres
hydrophobe du peptide et la prédiction d’un domaine transmembranaire, repli¢ en helice a
rappellent les toxines LdR, TpxA et Ibs issues de nombreux génomes bactériens (Fozo et al,
2010).

En parall¢le, des études menées au laboratoire ont montré que les IsoAl a 6 inhibaient
fortement la traduction de leur aapA correspondant, mais n’affectaient aucunement la
traduction des autres aapA, pourtant trés similaire en terme de séquence.

De plus un alignement de plus séquences nucléotidiques de aap4 nous montre aussi
une grande conservation des promoteurs des genes de aapA et des IsoA.

Ce ne serait donc pas un défaut de complémentarité qui empécherait un IsoA de
s’hybrider avec un autre aapA que celui qui lui ai associ¢, mais ce probléme pourrait avoir
lieu en amont, au niveau des étapes précoces de I’interaction entre un IsoA et sa cible. En
effet, ces ARNs aapA/IsoA sont tres structurés, on peut donc penser que 1’appariement de ces
deux derniers passe d’abord par une étape de reconnaissance sur de courtes séquences
complémentaires simple brin, qui initierait la formation d’un duplex plus étendu.

Afin d’expliquer une telle spécifité d’interaction entre les IsoA et leurs ARNm cible
respectif, on peut émettre 1’hypothése d’une implication de la structure secondaire de ces deux
partenaires. En effet, des études préliminaires ont montré que les deux ARNs adoptent un
repliement en double tige boucle : une conformation ou seules les boucles (5 a 15 bases de
long), simple brin, sont disponibles pour interagir avec une boucle complémentaire. Un
alignement de 22 séquences nucléotidiques de différentes cassettes extraites de huit souches
d’H. pylori, les régions les plus variables de ces séquences entre les différentes cassettes (1 a
7) sont les deux régions des boucles ainsi que la région de I’espaceur des boucles ou
« linker ».

Ce type d’interaction entre deux boucles d’ARN, bien connu in vivo, est appelé
« kissing complex ». La reconnaissance de I’ARNm cible par son sARN régulateur s’effectue
tout d’abord par les quelques bases libres aux extrémités des boucles, puis s’étend au reste de
la structure pour former trés rarement un duplex étendu.

Chapitre 3 : Objectifs du projet

Le projet réalisé au laboratoire a ¢t¢ de comprendre le ou le(s) role(s) des sSARNs dans
la physiologie ou la pathogénicité d’H. pylori. Cette étude s’est portée sur le SARN tres
abondant, HPnc5490, ainsi que sur la famille des sARNs appelé aapA1/IsoAl.



f) Le petit ARN HPnc5490

Afin d’approfondir 1’étude préliminaire et de confirmer 1’implication du HPnc5490
dans la régulation de la traduction de TlpB, des complémentations en HPnc5490 seront
réalisées sur le mutant AHPnc5490 des souches 26695, X47 2AL et P12. La souche X47 2AL
pourra €tre utilisée afin d’observer une éventuelle implication du sARN dans I’infection, et
plus particulierement dans la colonisation, de la souris.

Pour cette étude, des tests de RT-qPCR seront entrepris sur les souches sauvages et
mutantes dans le but de déterminer la quantit¢ des ARNm de TlpB, TlpA, HP0102 présente
dans les bactéries (TIpB et HP0102 étant en opéron). La RT-qPCR est une technique qui
permet de quantifier le taux d’ARNm codant une protéine, présent, ici, dans les bactéries.
Pour cela, les ADNs complémentaires (ADNc) aux ARNm sont obtenus par transcription
inverse (Reverse Transcription, RT), a partir des ARNs totaux extraits des bactéries.

De plus, des tests d’infection de la souris par la souche X47 2AL sauvage et mutante
seront réalisés.

g) Les cassettes AapA/IsoA

Ce projet s’est divisé en différentes parties:

* Le premier objectif était de confirmer I’hypothése du module
toxine/antitoxine.

Pour cela, nous nous sommes appuy¢és sur deux critéres définissant un module TA : le
peptide codé par I’ARNm est toxique pour la bactérie et son ARNm est trés stable, alors que
le SARN ne I’est pas.

Afin d’explorer la toxicité¢ du peptide Al, nous avons construit des mutants délétés
pour la cassette aapAl/IsoAl. Ces mutants seront ensuite complémentés avec un plasmide
portant une construction de la cassette aapA1/IsoAl mutée, afin de supprimer 1’expression de
I’antitoxine et pouvoir exprimer la toxine seule.

De plus, toujours dans le méme but, nous avons voulu déterminer la stabilité, soit la
demi-vie, de chaque transcrit, I’ARN messager aapA1 et le SARN IsoAl, respectivement.

* Le deuxiéme objectif était de déterminer le roéle physiologique des
cassettes aapA/IsoA.

Dans cette partie, une étude in vivo a été réalisée. Nous avons voulu étudier le role de
ces cassettes chez H. pylori. En effet, ces cassettes ont une forte ressemblance avec les
modules toxine/antitoxine de type I. La bactérie porterait ainsi dans son génome un « poison »
(le peptide A) et un « antidote » (1’IsoA), abondamment exprimé et prévenant constamment la
production de ce poison. Peu de cassettes ont ét¢ décrites a ce jour et leurs mécanismes
d’action, ainsi que leurs roles, sont largement inconnus chez la plupart des bactéries.

Afin d’explorer les fonctions du/des peptide(s) codé(s) par les aapA nous avons
envisagé que ces cassettes seraient impliquées dans la formation de bactéries persistantes,
comme précédemment décrit chez E. coli avec le systéme toxine-antitoxine de type I
tisAB/istR (Dorr et al., 2010).

* Le troisiéme objectif était de montrer le mécanisme de régulation de la
traduction du peptide A1 par I’IsoAl.

Comme évoqué dans I’introduction, des études préliminaires ont montré une spécifité
d’intéraction entre chaque IsoA et leurs aapA4 assosiés (IsoAl régule spécifiquement le aapA 1
et pas d’autre aapA). Cette spécificité vient de la particularité des ARNs a interagir via leurs
boucles et ainsi former un complexe boucles-boucles.

Afin d’étudier cette hypothese de kissing complex, nous avons sélectionné un couple
aapA/IsoA dont la séquence nucléotidique des boucles sera mutée par mutagenese dirigée.
Grace a ces matrices mutées et sauvages, des transcriptions in vitro seront réalisées. Les



ARNSs ainsi générés seront utilisés pour des gels d’empreintes (digestion enzymatique
différentielle d’un aapA, marqué radioactivement, en présence ou non du IsoA), afin de
déterminer le réle de la complémentarit¢ de séquence des boucles dans I’interaction entre
I’'IsoA et I’'aapA.
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