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« L'imagination est plus importante que la connaissance car la connaissance
est limitée tandis que l'imagination englobe le monde entier [...] Tout est
mystere, et la clé d’un mystere est un autre mystere [...] Plus loin on regarde
vers le passé, plus loin on voit vers l'avenir [...] Méme la nuit la plus sombre

prendra fin et le soleil se levera »

Albert Einstein

&
Ralph Waldo Emerson

&

Winston Churchill
&

Victor Hugo
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Introduction

Depuis plusieurs millénaires, ’lHomme a connu de nombreuses pandémies d’'origine bactérienne
dont la plus connue est la peste. Elle s’étale sur plusieurs siécles et est causée par I'agent Yersinia
pestis. Ce pathogéne a notamment été a l'origine de la peste de Justinien au Viéme siécle tuant
plusieurs millions de personnes (Harbeck et al., 2013), ou encore de la peste noire qui décima au

XIVéme siécle entre 30% et 50% des populations touchées (Haensch et al., 2010; Halioua, 2004).

En paralléle, durant ces millénaires, les bactéries et les champignons sont utilisés par ’THomme pour
leur action antibiotique sous la forme de cataplasme traditionnel de pain moisi. Ce cataplasme fut
utilisé pour traiter les plaies ouvertes a travers le monde, en Chine, en Gréce ou encore en Egypte,
depuis plus de 2000 ans. A ce jour, le plus ancien document connu et conservé est le papyrus de
Eber datant de 1550 av. J.-C. Sur ce dernier, on y trouve une liste de remédes utilisant du pain moisi
et de la terre (Haas, 1999). Ainsi et depuis plus de 1000 ans, les anglo-saxons savaient préparer
une recette qui se révélait capable d’anéantir Staphylococcus aureus pourtant résistant a la

méthicilline (Harrison et al., 2015).

Avant la découverte des antibiotiques, Louis Pasteur décrivait déja un phénoméne appelé antibiose,
en mettant en lumiére qu’une bactérie pouvait sécréter des substances permettant de tuer une autre
bactérie (Brunel, 1951). Durant les années 1890, Emmerich et Loéw ont utilisé un composé, appelé
pyocyanase, produit par Pseudomonas aeruginosa, ayant une activité contre de nombreux
pathogénes (Emmerich, Rudolf & Low, Oscar, 1889). En dépit de leurs découvertes, le
développement d’antibiotiques est attribué a Paul Ehrlich qui a congu le salvarsan en 1910 afin de

traiter la syphilis causée par Treponema pallidum (Gelpi et al., 2015).

En 1928, le premier agent antimicrobien faisant partie de la famille des B-lactamines a été découvert
par Alexander Fleming et est connu sous le nom de pénicilline (Fleming, 1929). Son efficacité a été
démontrée par son action inhibitrice sur la croissance bactérienne de Staphylococcus (Aminov,
2010).

L'Age d’or des antibiotiques est marqué entre les années 1940 et 1960. Durant cette période, il a
été découvert plusieurs classes d'antibiotiques. Bien que I'ensemble de ces antibiotiques soient
actuellement utilisés en clinique, leur efficacité a fortement diminué en raison de l'augmentation de
la résistance aux antibiotiques. En effet, lors de la découverte d’un antibiotique, les premiéres
résistances peuvent avoir lieu les premiéres années suivant la mise sur le marché de I'antibiotique
(figure 1). Ce phénoméne a été amplifié par, entre autres, une utilisation abusive et non adéquate

des antibiotiques entrainant in fine une augmentation rapide de la résistance (Prescott, 2014).
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Figure 1 : Chronologie de la découverte des antibiotiques et des résistances aux antibiotiques

Issue de Helmy et al., 2023
En Haut et en bleu : année de la découverte de I'antibiotique. En bas et en rouge : année a laquel la résistance a un
antibiotique a été rapportée.

Une étude récente a permis d’estimer que la résistance aux antibiotiques était associée de 4,95
millions de décés dans le monde en 2019, dont 1,27 millions directement attribuables a la résistance
(Murray et al., 2022). De plus, cette résistance bactérienne aux antibiotiques associée a des
résistances a d’autres antimicrobiens (antiviraux, antiparasitaires) entrainerait le déces d'au moins
10 millions de personnes par an d'ici 2050. Etant précisé que cela représentera évidemment un codt

économique important pouvant atteindre jusqu'a 100 000 milliards de dollars (O’Neill, 2016, 2014).
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Figure 2 : Mécanisme d'action des antibiotiques

Inspirée de Mammeri, 2013

Aujourd'hui, prés de 80 % des antibiotiques proviennent du genre Streptomyces vivant dans le sol
(Barka et al., 2016).

Les antibiotiques utilisés pour le traitement des infections bactériennes sont souvent classés en

fonction de leur mécanisme d'action principal. Il existe six modes d'action principaux (figure 2) :

- Interférence avec la synthése de la paroi cellulaire, comme les [(B-lactamines qui ciblent les
enzymes de synthése du peptidoglycane, entrainant la lyse de la bactérie (Dzidi¢ et al., 2008;
Kahne et al., 2005; Reynolds, 1989).

- Inhibition de la synthése des protéines. La biosynthése des protéines est catalysée par les
ribosomes ainsi que d’autres facteurs cytoplasmiques. Le ribosome bactérien 70S est composé
de deux sous-unités ribonucléoprotéiques, les sous-unités 30S et 50S (Yoneyama and
Katsumata, 2006). Certains antibiotiques inhibent la biosynthése des protéines en ciblant la
sous-unité 30S (tétracyclines) ou 50S (chloramphenicol, macrolides) du ribosome (Johnston et
al., 2002; Vannuffel and Cocito, 1996; Yoneyama and Katsumata, 2006).

- Interférence avec la synthése des acides nucléiques, comme les fluoroquinolones qui inhibent
I'enzyme ADN gyrase qui est formée de deux sous-unités A et de deux sous-unités B. Le role de
'ADN gyrase est d’entailler I'ADN double brin et d’introduire des supercoils négatifs pour
refermer ensuite les extrémités entaillées. Les fluoroquinolonesse lient a la sous-unité A de la

gyrase et interferent avec sa fonction de coupure et de recollage des brins. Chez les bactéries
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a Gram positif, les fluoroquinolones ciblent la topoisomérase IV qui coupe et sépare le brin d'ADN
fille aprés la réplication de I'ADN (Higgins et al., 2003; Wise, 1999; Yoneyama and Katsumata,
2006).

- Inhibition de la voie métabolique de I'acide folique : les sulfamides et le triméthoprime sont des
inhibiteurs distincts dans le métabolisme de I'acide folique (Yoneyama and Katsumata, 2006).
Dans cette voie meétabolique, les sulfamides inhibent la dihydroptéroate synthase et le
triméthoprime agit & un stade ultérieur de la synthése de l'acide folique et inhibe I'enzyme
dihydrofolate réductase.

- Inhibition de la fonction membranaire, comme la daptomycine qui crée une perturbation en se
liant a la membrane cellulaire conduisant a une dépolarisation rapide du potentiel membranaire
qui aboutit finalement a la mort de la bactérie (Heidary et al., 2018; Taylor and Palmer, 2016).

- Inhibition de I'ATP Synthase, comme les antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire, les
efrapeptines et aurovertines qui inhibent a la fois la synthése et I'hydrolyse de I'ATP par I'ATP
synthase (Abrahams et al., 1996; van Raaij et al., 1996).

6.

. .
O Active efflux
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Ry /’ target \\ //
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Figure 3 : Présentation des différents mécanismes moléculaires de la résistance aux antibiotiques

Adaptée de Darby et al., 2023
1. L’inactivation de I'antibiotique implique une enzyme capable d'hydrolyser le groupe fonctionnel de I'antibiotique.
2. Modification de I'antibiotique par I'ajout d’un groupement chimique (acétyle, phosphate...).
3. La protection de la cible implique I'association entre le site cible de I'antibiotique et une protéine de protection.
4. La diminution de l'influx est médiée par des modifications de la structure membranaire en diminuant la perméabilité
membranaire.
5. La modification de la cible comprend diverses altérations de la cible, telles que la méthylation de I'ARNr 23S ou de
I'ARNr 16S, des altérations des précurseurs du peptidoglycane.
6. Les pompes d'efflux éliminent I'antibiotique de la cellule en utilisant I'énergie provenant de I'hydrolyse de I'ATP dans les
pompes ABC.
7. Le contournement des cibles implique la création de cibles antibiotiques supplémentaires ou de sous-unités qui ne sont
pas susceptibles de se lier a I'antibiotique.
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Afin de survivre en présence d’antibiotiques, les bactéries ont mis en place différents mécanismes

de résistance par (figure 3) :

- Linactivation de I'antibiotique, comme la production de B-lactamases qui confére une résistance
aux B-lactamines (Ur Rahman et al., 2018).

- La modification de la cible, comme la mutation de I'ADN gyrase ou de la topoisomérase IV dans
la résistance aux quinolones et fluoroquinolones (Correia et al., 2017).

- La protection de la cible, comme la protéine de la cassette F (ABC-F) de liaison a I'ATP dans la
protection du ribosome par les macrolides (Sharkey et al., 2016).

- Le remplacement de la cible, comme dans la résistance aux sulfamides ou une dihydroptéroate
synthase moins affine pour ces molécules est synthétisée (Skold, 2000).

- Lefflux, qui exporte les antibiotiques hors des bactéries comme la tétracycline, les
aminoglycosides ou B-lactamines (Markley and Wencewicz, 2018; Pachori et al., 2019; Zapun
et al., 2008).

- La diminution de perméabilité membranaire (Pachori et al., 2019; Zapun et al., 2008).

Néanmoins, il ne fait nul doute que les antibiotiques permettent de sauver d’un décés prématuré de
nombreuses personnes ayant eu a lutter contre des infections bactériennes ; ils ont également
permis de favoriser le développement économique (Cole, 2014). Cependant, le mésusage des
antibiotiques engendre une résistance aux antibiotiques des agents pathogénes qui continuent
d'émerger, de se transmettre rapidement et de se diversifier par la sélection de mutations
spontanées. A titre d’illustration, le Centers for Disease Control and Prevention (CDC) a estimé
quaux Etats-Unis, 20 % des infections résistantes aux antibiotiques du pays sont attribuables &
l'utilisation de ces agents antimicrobiens dans les activités agricoles (CDC, 2013; Spellberg et al.,
2016). Ainsi, il en ressort que I'utilisation non appropriée des antibiotiques génére une pression
sélective ayant pour conséquence directe de favoriser la survie des bactéries résistantes aux

antibiotiques utilisés, et in fine leur dissémination (Laxminarayan et al., 2013).

Il est important de noter que la résistance aux antibiotiques n'est pas récente, il s'agit d’'un
phénoméne naturel car de hombreux micro-organismes du sol produisent des antibiotiques et se

préservent eux-mémes de leur production par des mécanismes de résistance.

L’augmentation de la résistance chez des espéces pathogénes sous I'effet de la pression sélective
et des transmissions de résistances entre bactéries mais aussi entre individus (hommes, animaux)
est extrémement préoccupante (Levy and Marshall, 2004; O’Neill, 2014). Des études ont détecté
aussi des bactéries résistantes ou génes de résistance aux antibiotiques dans d'autres
environnements tels que I'eau, le sol et 'air (Forsberg et al., 2012; Li et al., 2018; Zhang et al., 2009).
Cette résistance aux antibiotiques est ainsi une problématique mondiale qui implique tous les

écosytéemes et menace la santé humaine (WHO, 2014).

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 24
Licence CC BY-NC-ND 3.0



Les différents mécanismes de résistances aux antibiotiques peuvent étre transférés de deux

maniéres :

- Soit la résistance est portée par le chromosome : Dans ce cas, la transmission est verticale. La
résistance est transmise a la descendance lorsque la bactérie se divise (Ellabaan et al., 2021).
Des mutations spontanées peuvent conférer un avantage a la bactérie dans un environnement
en présence d’antibiotiques (Binet and Maurelli, 2005; Wang et al., 2001).

- Soit cette résistance est portée par des éléments génétiques mobiles : Dans ce cas, le transfert
de géne est latéral via le Transfert Horizontal de Génes (THG) d'une bactérie a l'autre par
différents mécanismes comme la transformation, la transduction ou la conjugaison (Stevenson
etal., 2017). Le THG permet d’une part d'acquérir du matériel génétique supplémentaire, comme
les génes de résistance aux antibiotiques et d’autre part, il permet I'échange entre différentes
espéces (Paquola et al., 2018). Ce nouveau patrimoine génétique joue un rdle important dans
l'acquisition, I'accumulation et la dissémination des génes de résistance aux antibiotiques
(Burrus and Waldor, 2004). La présence d’antibiotique peut avoir une incidence sur
'augmentation de la résistance aux antibiotiques en induisant davantage le THG (Headd and
Bradford, 2018; Prudhomme et al.,2006).
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Chapitre I. La dissémination des génes de résistances aux antibiotiques par transfert

horizontal de génes

Le transfert horizontal de génes (THG) est un processus qui permet a de I'ADN simple brin (ADNsb)
ou double brin (ADNdb) d’étre transféré d'une bactérie a une autre. L'ensemble des différents THG
est présenté en figure 4 (Sun, 2018, 2016). Ces transferts de génes ont joué un réle majeur dans la
plasticité des génomes bactériens, ainsi que dans leur évolution et leur adaptation, comme le
transfert de génes de virulence et de génes de résistance aux antibiotiques (Lerminiaux and
Cameron, 2019; Sobecky and Hazen, 2009).

Parmi les trois mécanismes canoniques du THG (Arnold et al., 2022; Soucy et al., 2015), les plus

couramment étudiés et connus sont :

- La transformation avec de I'ADN libre,
- Latransduction par des bactériophages,

- La conjugaison impliquant des plasmides et des éléments conjugatifs intégratifs.

Etant précisé que la conjugaison est le mode le plus important et largement répandu chez les
bactéries (Arnold et al., 2022; Soucy et al., 2015). Plus récemment, un nouveau mécanisme de THG
appelé « vésiduction » a été identifié, dans lequel le transfert de géne est médié par des vésicules

membranaires (VMs) (Cai et al., 2016; Domingues and Nielsen, 2017).
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Figure 4 : Présentation des principaux mécanismes de transfert de matériel génétique

Issue de Liu et al., 2022
(a) La transformation permet I'incorporation d’ADN dit « nu » qui est sous la forme simple ou double brin de I'environnement
par une bactérie compétente.
(b) La conjugaison des plasmides est médiée par le T4SS permettant un contact physique entre deux cellules et le transfert
de celui-ci.
(c) Les ICE sont présents sur le chromosome de la bactérie donneuse. Aprés son excision au niveau des sites
d’attachement, attL et attR. lls permettent le passage d’une forme linéaire a circulaire. Cette forme circulaire pourra étre
transférée en utilisant la conjugaison médiée par un T4SS. Des la transmission a la cellule receveuse, I'ICE est
recircularisé, puis il s’intégre dans le génome de ce nouvel héte.
(d) La transduction est le transfert de matériel génétique médié par des bactériophages.
(e) Les agents de transfert de genes (GTAs) sont des séquences dérivées de phages permettant I'encapsidation de 'ADN.
Ainsi la transduction qui s’en suit permet le transfert du matériel génétique dans une autre bactérie.
(f) La vésiduction permet la formation de vésicule membranaire pouvant encapsuler de 'ADN par une bactérie émettrice.
Elle permet aussi le transfert de matériel génétique dans une bactérie réceptrice.
(g) Les nanotubes sont des structures qui permettent le transfert de plasmides non conjugatifs entre bactéries.
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.1. La transformation naturelle

En 1928, Griffith identifiait la transformation naturelle lors d’une expérience au cours de laquelle des
souris étaient infectées soit avec des souches de Streptococcus pneumoniae virulentes dotées
d’'une capsule, soit avec des souches non-capsulées non virulentes. Dans le premier cas, I'infection
était létale pour les souris tandis que dans le second cas les souris survivaient. En revanche, si
I'infection était réalisée avec un mix de pneumocoques non capsulés et de pneumocoques capsulés
mais préalablement inactivés, alors l'infection était Iétale pour les souris. Par ces expériences,

Griffith a pu démontrer que la souche au préalable avirulente devenait virulente (Griffith, 1928).

Ce n'est que bien plus tard que les chercheurs ont été en mesure de démontrer qu’il s’agissait de
I'acquisition de géne codant la capsule par la souche non capsulée. Cela lui permettait de devenir

virulente.

La transformation est un mécanisme biologique permettant I'acquisition de 'ADN exogéne en 3
étapes (Yu et al., 2022) :

- La capture,
- Linternalisation,

- L’intégration dans le génome bactérien.

La transformation est un phénomeéne qui permet de transférer des fragments d'ADN allant de 7 & 50
kb et souvent impliqués dans I'acquisition de résistance aux antibiotiques (Blokesch, 2017; Cai et
al., 2016; Johnston et al., 2014). Il est estimé que 1 % des espéces bactériennes sont naturellement
transformables (espéces dites compétentes) avec des représentants chez les bactéries a Gram
positif et @ Gram négatif (Nazarian et al., 2018). L'ADN transféré peut s’intégrer ensuite au génome
de la bactérie receveuse par recombinaison homologue a condition que les espéces donneuses et

receveuses soient phylogénétiquement proches.

Bien que le principe global de la transformation soit similaire, les enveloppes bactériennes des
bactéries a Gram positif et &8 Gram négatif révelent des différences, ainsi que certaines contraintes.
La régulation de la compétence naturelle nécessite plus d’'une vingtaine de génes différents, ils sont
présentés dans la figure 5 de maniére partielle et simplifiée (Mell and Redfield, 2014). L'ADN extra-
cellulaire est capturé par la machinerie de transformation via un pilus et il est internalisé sous la
forme d’ADN simple brin dans la cellule via les protéines Com. Ensuite, 'ADN est pris en charge

pour étre intégré dans le génome bactérien par recombinaison homologue.
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Figure 5: schéma simplifié du processus de transformation chez les bactéries Gram négatives et Gram
positives.

Adaptée de Johnston et al., 2014
Chez les bactéries a Gram positif, 'ADNdb exogéene est capté par le pilus de transformation qui est composé des sous-
unités ComGC. Par ailleurs, chez les Firmicutes, lors de linternalisation de I'ADN, des protéines supplémentaires sont
nécessaires (ComGA et ComGB). Apres la réception de '’ADNdb par ComEA, celui-ci est dégradé en ADNsb par la
nucléase EndA (chez Streptococcus pneumoniae). L’ADNsb est transporté vers le cytoplasme via le pore
transmembranaire ComEC. La translocase ATPase-dépendante ComFA a été identifiée uniquement chez les Firmicutes,
par laquelle ComFA permet de piloter l'internalisation de ’ADNsb dans le cytoplasme.
Chez les bactéries a Gram négatif, le canal a sécrétine PilQ de la membrane externe permet au pilus PilE de capter
I'ADNdb exogéne pour le transporter dans le périplasme. Dans le périplasme, 'ADNdb est réceptionné par la protéine
ComeE et dégradé par une nucléase inconnue a ce jour. Ensuite, ’ADNsb va étre internalisé dans le cytoplasme via le
pore ComA.
Lorsque I'ADN exogene est dans le cytoplasme, le mécanisme est similaire chez les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif. L'ADN internalisé est reconnu par des protéines de liaison a 'ADNsb et il est lié a la protéine DprA qui recrute la
recombinase RecA. Ensuite, RecA polymérise le long de 'ADNsb et permet l'intégration de cet ADN dans le génome de
la bactérie par recombinaison homologue.

D’un point de vue clinique, ce mécanisme a démontré son intérét pour I'acquisition de génes de
résistance a différents antibiotiques pour un certain nombre de pathogénes humains (Acinetobacter
baumannii, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae ...) (Bowler et al., 1994; Janoir et al.,
1999; Lu et al., 2020; Traglia et al., 2019; Winter et al., 2021). Il a été démontré que des désinfectants

(chlore, triclosan) augmentaient la compétence (Jin et al., 2020; Lu et al., 2020).
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l.2. La conjugaison

Lederberg et Tatum en 1946 ont démontré I'existence d’'un nouveau meécanisme impliquant un
plasmide qui permet le transfert de génes chez Escherichia coli (Lederberg and Tatum, 1946). La
conjugaison, définie comme I'échange d’information génétique d’'une bactérie dite donneuse vers
une autre bactérie dite receveuse, peut se produire principalement soit entre bactéries a Gram
négatif, soit entre a Gram positif. Dans de rares cas, la conjugaison peut toutefois avoir lieu entre
les deux types de Gram, tel que Enterococcus faecalis a Gram positif et Escherichia coli a Gram
négatif (Abajy et al., 2007; Arends et al., 2013).

Il convient de préciser que le processus de la conjugaison est initié par la cellule donneuse qui doit
établir un contact avec la surface de la cellule receveuse. Ce contact intervient gréce au pilus
conjugatif chez les bactéries a Gram négatif. En général, les génes nécessaires a la conjugaison se
trouvent sur un plasmide dit conjugatif, ces derniers seront étudiés lors de la sous-partie 11.1.2 du

prochain chapitre.
1.3. La transduction

En 1952, Zinder et Lederberg démontraient que l'infection des bactéries par des bactériophages
permettait la transmission de génes entre souches bactériennes (Zinder and Lederberg, 1952). Alors
que nous pensions que tous les transferts de génes médiés par les phages se produisaient soit par
la transduction généralisée, soit par la transduction spécialisée, il a recemment été découvert la

transduction latérale.

Les phages peuvent étre produits soit & partir du cycle lytique, soit a partir du cycle lysogénique
présenté en figure 6 (Canchaya et al., 2003). Le choix de I'un de ces cycles dépend des conditions
de croissance de I'h6te ainsi que des concentrations de phages dans I'environnement (Pradeep Ram
and Sime-Ngando, 2010; St-Pierre and Endy, 2008; Zeng et al., 2010).
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Figure 6 : Cycle lytique et lysogénique des phages

Issue de Chiang et al., 2019
Le génome viral est représenté en rouge et le génome de I’héte en bleu. Les phages dits tempérés ont la capacité d’insérer
leur génome dans le chromosome de I'héte. Ainsi, le phage devient un prophage, des lors nous parlons d’'un cycle
lysogénique. Cependant, apres l'induction lysogénique, les prophages s’excisent et entrent dans le cycle de vie Iytique. s
répliquent leur génome, suivi de I'encapsidation et de la libération des virions dans I'environnement.

Le cycle lysogénique des phages se caractérise par son intégration temporaire au génome de I'héte
aprés son infection, nous les appelons alors « prophages » (Brolund et al., 2013; Xue et al., 2015).
Pour I'héte, l'intérét d’'un cycle lysogénique est que des changements phénotypiques sont acquis
lors de I'intégration du génome de phage (virulence, mobilité, compétition...) (Bondy-Denomy and
Davidson, n.d.; Koskella, 2013; Obeng et al., 2016). Dans ce contexte, le prophage est transmis a
la descendance lors de la réplication cellulaire, cette transmission peut avoir des conséquences
délétéres pour I'hdte (Paul, 2008). En effet, si la viabilité de I'hdte est menacée, le phage peut entrer
en phase lytique, se répliquer et entrainer in fine le décés de I'hdte. Méme dans I'hypothése ou les
prophages sont inactivés suite a des mutations, ils demeurent en mesure de lyser la cellule héte
(Asadulghani et al., 2009; Matos et al., 2013).

Le cycle lytique démarre par la réplication du génome du bactériophage qui sera ensuite circularisé
en subissant une réplication théta, suivie d'une réplication en cercle roulant. Ensuite, 'encapsidation
de I'ADN est assurée par I'enzyme terminase du phage qui reconnait un site spécifique du phage
(Rao and Feiss, 2015). Lors de I'encapsidation de 'ADN dans la capside, lorsque la capside atteint
sa capacité maximale en quantité d’ADN, les terminases de type pac effectuent une seconde
coupure non spécifique pour achever cette encapsidation (Streisinger et al., 1967, 1964). Aux termes

du clivage terminal, les terminases restent liés a I'ADN et réinitialisent I'encapsidation, c’est ainsi
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que de nouvelles procapsides sont remplies au fur et &8 mesure que les terminases avancent le long
de I'ADN viral (Casjens and Hayden, 1988). Enfin, des virions sont lachés dans I'environnement lors

de la lyse de la cellule héte.

La transduction généralisée a été mise en évidence chez le phage P22 de Salmonella (Zinder and
Lederberg, 1952). Lors de cet événement, les phages peuvent encapsider de 'ADN bactérien
chromosomique ou plasmidique et le transférer & une autre bactérie (figure 7). Ce phénoméne est
généré par la reconnaissance de sites dit pseudo-pac, homologues du site pac, par les terminases
du phage (Chelala and Margolin, 1976; Schmieger, 1982; Thierauf et al., 2009).
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Figure 7 : Présentation des 3 mécanismes de transduction.
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Issue de Chiang et al., 2019

Le génome viral est représenté en rouge, le génome de I'hbte en bleu et les sites pac du phage en noir. Aprés l'infection
par un phage dans la transduction généralisée (en haut) ou apres l'induction de prophages dans la transduction spécialisée
(au milieu), le génome viral va subir une réplication théta, suivi d’une réplication en cercle roulant. Ensuite, la terminase
du phage initie I'encapsidation de '’ADN a partir des sites pac du phage (triangles noirs) ou des sites pseudo-pac (triangles
gris). Dans le cas de la transduction latérale (en bas), la réplication théta a lieu avant 'excision du prophage, ainsi la
terminase exprimée initie I'encapsidation de I'ADN in situ alors que le prophage est encore attaché au chromosome
bactérien.

La transduction spécialisée a été découverte chez le coliphage A (Morse et al., 1956). Contrairement
au mecanisme généralisé, la transduction spécialisée est limitée au transfert d'un ensemble
spécifique de génes. Lors de I'événement d’excision prophagique, une partie de I'ADN viral est joint
a un segment adjacent de I'ADN du chromosome bactérien héte dans le fragment excisé. La
molécule d’ADN hybride se réplique, puis est encapsidée et transférée dans de nouvelles cellules

hoétes.

Les transductions généralisées et spécialisées sont généralement considérées comme des erreurs

commises par les phages entrainant I'encapsulation d'ADN de I'héte.
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Récemment, le mécanisme de transduction latérale a été mis en évidence dans les phages
tempérés de Staphylococcus aureus (J. Chen et al., 2018). La voie « classique » des prophages est
I'excision, la réplication et 'encapsidation. Or, chez les phages tempérés de Staphylococcus aureus,
I'étape de I'excision du chromosome bactérien est retardée jusqu'a un stade avancé du programme
lytique des phages. Ce retard permet a la terminase des phages d’étre exprimée et d’initier
I'encapsidation de I'ADN in situ alors que le prophage est encore sur le chromosome bactérien
(Davidson, 2018). Ce mécanisme de retard d’excision semble faire partie intégrante du cycle de vie

des phages tempérés de Staphylococcus aureus.
Il a été démontré différents liens entre la transduction et la résistance aux antibiotiques, a savoir :

- Le prophage ®1207.3 de Streptococcus pyogenes est porteur des génes mef(A) et msr(D) qui
conférent une résistance aux macrolides (lannelli et al., 2014),

- Le bactériophage de type P1 de Escherichia coli est porteur du géne blasnv.2 qui congére une
résistance aux B-lactamines (Billard-Pomares et al., 2014),

- Le phage ¢C2 de Clostridioides difficile assure quant a lui la transduction du Th6215 codant une

résistance a I'érythromycine grace au gene erm(B) (Goh et al., 2013).
1.4. La vésiduction

Le mécanisme de la vésiduction repose sur la libération de vésicules membranaires (VMs). Les
VMs sont sécrétées par les bactéries et participent & divers processus biologiques comme
I'exportation de métabolites cellulaires, la communication intercellulaire, la virulence bactérienne, la
modulation de la réponse immunitaire de I'néte et le transfert de matériel génétique (Berleman and
Auer, 2013; Bonnington and Kuehn, 2014; Furuyama and Sircili, 2021; Pérez-Cruz et al., 2013).

La présence de matériel génétique dans les VMs a été rapportée chez les bactéries a Gram négatif
et & Gram positif, les mycoplasmes et les archées (Brown et al., 2015; Deatherage and Cookson,
2012; Orench-Rivera and Kuehn, 2016). Bien que les fragments présents soient généralement de
petite taille, ayant une origine chromosomique, plasmidique et/ou phagique, ils peuvent toutefois
atteindre jusqu’a 370 kb (Chiura et al., 2011; Dorward et al., 1989; Klieve et al., 2005; Orench-Rivera

and Kuehn, 2016). Le processus de vésiduction est présenté de fagon simplifiée en figure 8.
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.
Figure 8 : Représentation du transfert horizontal de génes par l'intermédiaire d’'une vésicule membranaire

(VM)

Created with BioRender.com

La cellule donneuse est en rouge (membrane et chromosome), ses protéines en violet, ses plasmides en vert et ’TADNsb
en noir. Tous les éléments de la cellule receveuse sont en bleu. En jaune sont représentés les bactériophages. Les VM
formées a partir de la membrane de la cellule émettrice peuvent contenir du matériel génétique a l'intérieur ou lié a leur
surface. Quand ces VM sont lysées, 'ADN présent a l'intérieur est sensible aux nucléases. De plus, des bactériophages
peuvent également se lier aux VMs permettant un processus THG de type transduction. Le processus est multidirectionnel.
Une fois que la VM atteint une cellule réceptrice, elle fusionne a sa membrane plasmique permettant I'entrée de '’ADN
présent a l'intérieur. Ensuite, cet ADN est libéré dans le cytoplasme. Cet ADN sera incorporé au génome de la bactérie
réceptrice par recombinaison homologue.

Les VMs peuvent étre obtenues par deux voies principales :
- La voie du « blebbing » qui est la libération des VMs par décollement de la membrane.

La voie du « blebbing » se caractérise par le décollement de la membrane qui est le résultat de la
déstabilisation de la membrane. Ensuite, il a été démontré que dans la liaison entre le
peptidoglycane et la membrane externe chez Escherichia coli, un mutant du géne nip/ qui participe
a la modulation de la dynamique du peptidoglycane induit une augmentation de la formation de VMs
sans lyse cellulaire (Schwechheimer et al., 2015). Une autre étude chez Haemophilus influenzae a
démontré que l'accumulation de phospholipides au niveau du feuillet externe favorisait la libération
des VMs (Roier et al., 2016). Les VMs peuvent étre également formées a partir soit de protéines
incorrectement repliées, soit de I'accumulation de fragments de peptidoglycane dans l'espace

périplasmique (McBroom et al., 2006; McBroom and Kuehn, 2007).

- Lalibération de VMs par I'action de I'endolysine qui permet la lyse cellulaire.
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L'action enzymatique des endolysines conduit a la mort cellulaire permettant la formation de VMs.
Les endoysines sont utilisées par des phages a ADN double brin afin de lyser 'h6te pour libérer les
virions. Il a été mis en évidence chez Pseudomonas aeruginosa que, lors d’un stress qui
endommage 'ADN, I'expression d'une endolysine conduit & une dégradation du peptidoglycane
(Turnbull et al., 2016). Cette dégradation se traduit par I'arrondissement de la cellule, puis son
explosion. Certains fragments de la membrane sont capables de s'arrondir et de s'auto-assembler
afin de former des VMs. Il est intéressant de noter que les VMs formées par cette lyse cellulaire
peuvent contenir des endolysines capables de lyser d'autres cellules (Li et al., 1998). En plus des
endolysines issues des phages, les bactéries sont également capables de produire des autolysines
bactériennes qui peuvent étre impliquées dans la formation de VMs (Hayashi et al., 2002; Wang et
al., 2018).

Les VMs peuvent contenir du matériel génétique, soit interne, soit externe a la surface des VMs
(Fulsundar et al., 2014; Renelli et al., 2004). Dans I'environnement, les VMs peuvent étre la cible de
phage et subir une transduction phagique permettant de véhiculer TADN de phage (Biller et al.,
2014).

Bien que les mécanismes de délivrance des toxines aux cellules de mammiféres par les VMs soient
bien connus et caractérisés (Kesty et al., 2004; O’'Donoghue and Krachler, 2016), la spécificité du
mécanisme de délivrance du matériel génétique par les VMs a la surface de la cellule héte reste
relativement obscure. En effet, selon I'espéce receveuse différentes hypothéses sont évoquées. A
titre d’illustration : les VMs peuvent étre lysées, 'ADN est alors acquis par la cellule receveuse via
la transformation ou les VMs peuvent s'attacher a la membrane externe puis étre internalisées par

la cellule réceptrice (Domingues and Nielsen, 2017; Fulsundar et al., 2014).

Il a aussi été montré que des VMs permettaient d’introduire du matériel génétique dans le noyau de

cellules eucaryotes (Bitto et al., 2017).

Enfin, de nombreuses études ont mis en avant que les VMs permettaient le transfert de génes de
résistance aux p-lactamines chez des espéces d’intérét clinique (Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli...), ainsi que des génes de virulence chez
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Helicobacter pylori et Escherichia coli...(Caruana and
Walper, 2020)
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Trés concrétement, il ressort de ce qui précéde que :

» La transformation naturelle se caractérise par un processus régulé d’acquisition

d’ADN libre dans I'environnement,
» La conjugaison est un processus nécessitant un contact de cellule a cellule,

» La transduction fait intervenir des bactériophages dont le role est de transférer 'ADN

entre bactéries par le biais d'une infection,
» La vésiduction implique la formation de VM pour permettre le transfert d’ADN.

Le transfert de génes implique principalement des génes présents sur des éléments

génétiques mobiles (EGM).
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Chapitre Il. Les éléments génétiques mobiles impliqués dans la dissémination des

génes de résistances aux antibiotiques

Afin de mieux comprendre ce chapitre, nous devons d’abord introduire la notion de mobilome. Le
mobilome est défini par 'ensemble des éléments génétiques mobiles (EGM) tels que les plasmides,
les transposons et les séquences d’insertion (figure 9) (Anani et al., 2020). La circulation de génes
via ces EGM a lieu a deux niveaux, ce qui entraine un impact important sur I'évolution bactérienne
: soit de maniére intra-génomique avec les transposons et les séquences d’insertion, soit de maniére
inter-génomique avec les plasmides, les bactériophages et les transposons/ICE. Les meédiateurs de
transferts intra-génomiques sont spécifiques (Gibson et al., 2015; Hu et al., 2016), contrairement
aux médiateurs de transferts inter-génomiques qui peuvent étre impliqués dans une large gamme
d'hétes de transfert (Garcillan-Barcia et al., 2011; Zrimec and Lapanje, 2018). Les EGM permettent
l'augmentation de la diversité génétique, I'adaptation par I'acquisition ou la perte de génes, ainsi que
'adaptation a des environnements spécifiques (Ghaly and Gillings, 2018; Lagier et al., 2015). Les
EGM peuvent étre a l'origine de la propagation de nombreuses résistances aux antibiotiques chez

les especes bactériennes (Malachowa and Deleo, 2010).

gene
casette

integron

insertion
sequence

Figure 9 : Diversité des éléments génétiques mobiles

Created with BioRender.com
Les cassettes de genes (violet) s’inserent dans les intégrons (rouge) grace a des sites spécifiques. Ensuite, les intégrons
ont la possibilité d’étre flanqués par des séquences d’insertions (vert) pour former des transposons. A leur tour, les
transposons peuvent étre insérés dans un plasmide conjugatif (rose) qui est transmissible. Ainsi, ces différents éléments
s’imbriquent les uns dans les autres telles des « poupées russes ». Les genes tra (noir) permettent une mobilité inter-
génomique.
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Il.1. Les plasmides transmissibles

Les plasmides sont des séquences extra-chromosomiques que nous trouvons chez de nombreux
microorganismes (bactéries, archées et eucaryotes) (Funnell and Phillips, 2004). La taille des
plasmides varie de 5 a 500 kb, bien que des plasmides peuvent avoir une taille de 2 kb a plus de 1
Mb (Biet et al., 2002; Harrison et al., 2010; Rozhon et al., 2010). Les plasmides transmissibles sont
transmis par conjugaison (Frost et al., 2005; Sota and Top, 2008). En 2010, il a été rapporté
qu'environ 14% des plasmides entiérement séquencés sont supposés conjugatifs (Smillie et al.,
2010). Récemment, il a été publié que sur 10 000 plasmides, 42% d’entre eux étaient putativement
transmissibles (Garcillan-Barcia et al., 2023). Les plasmides peuvent coder pour des génes de
fonctions spécifiques tels que I'autoréplication, le partitionnement et le transfert conjugatif (Bennett,
2008). La conjugaison fait partie des mécanismes les plus efficaces pour la transmission des
éléments génétiques entre les bactéries (Aminov, 2011; Guglielmini et al., 2011). Ces plasmides
codent principalement des génes qui permettant une meilleure adaptation de I'héte & un nouvel
environnement, comme I'acquisition de nouvelles sources de nutriments ou une résistance aux
antibiotiques (Rankin et al., 2011; Slater et al., 2008). Les plasmides porteurs de génes de résistance
aux antibiotiques les plus fréquemment retrouvés permettent une résistance aux aminosides, B-
lactamines et les tétracyclines (Bennett, 2008; Pal et al., 2015). Enfin, les plasmides empéchent la
cellule de les tuer aprés une ségrégation grace aux systémes toxine-antitoxine (TA) qui assurent

ainsi le maintien du plasmide dans la cellule bactérienne (Hayes, 2003).
Nous distinguons deux types de plasmides transmissibles (figure 10) (Smillie et al., 2010) :

- Les plasmides dit « conjugatifs » codent les quatre composantes nécessaires a la conjugaison,
a savoir : une origine de transfert (oriT), et un groupe de génes pour la mobilité (MOB) qui codent
une relaxase, une protéine de couplage de type IV (T4CP) et un systéme de sécrétion de type
IV (T4SS).

- Les plasmides dit « mobilisables » contiennent a minima 'oriT, et la relaxase. Dans certains cas,
ils peuvent contenir une protéine de couplage de type IV. Cependant, la transmissibilité du
plasmide est assurée par un plasmide conjugatif corésident pour exprimer un systéme de
sécrétion de type IV (T4SS).

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 38
Licence CC BY-NC-ND 3.0



G N

41 Mobilizabl -[.-
obilizable
]

5—35‘ 4< / Conjugative --
’ A e Q =
\ NP O ]
' y 0‘\6‘? <> <
&
s’

N\ 4

Figure 10 : Schéma de la constitution génétique des plasmides dits transmissibles

Created with BioRender.com
Représentation schématique de la présence ou de I'absence des quatre modules nécessaires a la conjugaison : origine
de transfert (oriT) (bleu), une relaxase (rouge), une protéine de couplage de type IV (T4CP) (orange) et un systeme de
sécrétion de type IV (T4SS) (gris). Le plasmide mobilisable et conjugative sont représentés en rose et vert, respectivement.
Le systeme de T4SS assemblé est en gris au niveau de la cellule donneuse.

La relaxase et I'oriT sont communes a tous les plasmides transmissibles. La relaxase se lie a l'oriT
pour former le relaxosome (Firste et al., 1989). L'ori T est une courte séquence d'ADN qui est requise
en cis pour que le plasmide soit transmissible via la conjugaison. La relaxase a pour role de catalyser
les étapes initiales et finales de la conjugaison (Byrd and Matson, 1997). L’étape initiale commence
par le clivage simble brin de 'oriT, cette réaction permet de produire le brin d'ADN qui sera transféré
chez la bactérie donneuse. Ensuite, I'étape finale est la ligature de I'ADN transporté chez la bactérie
receveuse permettant la reconstitution du plasmide circulaire double brin qui a été transféré (de la
Cruz et al., 2010).

La T4CP est impliquée dans I'interaction entre le relaxosome et le canal du T4SS (Llosa et al., 2003;
Mihajlovic et al., 2009). De plus, T4CP aurait un réle dynamique dans le transport de I'ADN a travers
le T4SS (Llosa et al., 2002; Tato et al., 2007). Le canal conjugatif permet principalement la sécrétion
de protéines, en I'espéce, la relaxase liée a 'ADN permet son transfert vers la cellule receveuse
(Garcillan-Barcia et al., 2007).

1.2. Classification des plasmides

Un effort important de consensus a été fait afin de permettre le classement des plasmides. A ce titre,
c’est en 1976 que Novick introduit les groupes d'incompatibilité comme base de la classification des
plasmides, lI'incompatibilité plasmidique étant nommée Inc (Novick et al., 1976). Il convient de
préciser qu'un groupe d'incompatibilité se définit comme : 'ensemble des plasmides, partageant un
ou plusieurs éléments des systémes de réplication ou de partition des plasmides, qui empéche leurs

coexistences stables dans la méme cellule en absence de pression de sélection (Novick, 1987).
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Par la suite, un autre systéme de classification fondé sur les relations phylogénétiques entre les
relaxases des plasmides transmissibles par conjugaison bactérienne a été mis en place (Garcillan-
Barcia et al., 2011, 2009; Smillie et al., 2010). Aujourd’hui, nous comptons neuf classes de génes
MOB qui englobent la diversité phylogénétique des relaxases des plasmides transmissibles. En
effet, certaines relaxases ont une préférence pour les plasmides d’une taille donnée, dés lors |l
apparait une spécialisation dans les plasmides mobilisables ou dans les plasmides conjugatifs
(Coluzzi et al., 2022; Garcillan-Barcia et al., 2009).

Récemment, une nouvelle nomenclature de classification fondée sur la définition d'unités
taxonomiques des plasmides (PTU) a été mise en avant. Le PTU se base sur des métriques
d'identité nucléotidique moyenne permettant la génération d'un schéma universel de classification
des plasmides. Ce systéme est applicable a tous les taxons bactériens (Garcillan-Barcia et al.,
2023). Ainsi, la classification basée sur les PTUs se traduit comme un systéme de classification
naturel pour les plasmides via la formation de groupes génomiques cohérents, cela est semblable
aux espéces moléculaires (Garcillan-Barcia et al., 2023). In fine, cette classification a permis
lintroduction d’une échelle de gamme d'hétes de six grades. Le grade | regroupe des plasmides
présents strictement dans des isolats de la méme espéce bactérienne alors que le grade VI
rassemble des plasmides capables de coloniser différentes classes d'un phylum ou encore de

franchir la barriere du phylum (Redondo-Salvo et al., 2020).

Il a été constaté qu’'une grande majorité des PTUs des plasmides mobilisables et conjugatifs, soit
81%, étaient répartis dans le grade lll. Ce grade se compose des plasmides capables de circuler
dans des bactéries de genres différents mais de la méme famille. A contrario, 84% des PTUs des
plasmides non mobilisables sont restreints aux grades | ou Il, ces grades se composent
essentiellement des plasmides présents dans la méme espéce ou le méme genre, respectivement
(Garcillan-Barcia et al., 2023).

11.3. Les éléments intégratifs conjugatifs (ICE)

Les ICE sont caractérisés par deux facteurs déterminants (Alvarez-Martinez and Christie, 2009;
Christie et al., 2014; Trokter et al., 2014) :

- lls sont intégrés dans le génome de I'héte,
- lls codent un systéme de conjugaison opérationnel et fonctionnel ainsi qu'un systéme de

sécrétion de type 4 assurant le transfert vers une cellule receveuse.

Initialement, les ICE étaient nommés « transposons conjugatifs » car il avait été démontré qu’ils
étaient capables a la fois de transposer intra-cellulairement et de conjuguer inter-cellulairement
(Clewell et al., 1995). Ainsi ces éléments sont transmis, soit verticalement lorsqu’ils sont intégrés au
génome hote, soit horizontalement aprés excision et transfert a la cellule receveuse par conjugaison

(Delavat et al., 2017). Ce n’est que plus tard qu’ils ont été qualifiés d’éléments conjugatifs intégratifs

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 40
Licence CC BY-NC-ND 3.0



(ICE), bien qu’il ait été décidé que les termes « transposon conjugatif » et « ICE » étaient
interchangeables (Burrus et al., 2002a; Roberts et al., 2008).

Les ICEs sont porteurs de divers genes auxiliaires qui conférent a leurs hétes un éventail de
fonctions supplémentaires (capacités métaboliques, colonisation, résistance aux antibiotiques ou
aux métaux) (Johnson and Grossman, 2015). Les ICE ont une taille allant d’environ 20 kb (Tn976)
a plus de 500 kb (ICEMISymR7A) et sont généralement en mosaiques et modulaires (Osborn and
Bdltner, 2002; Ramsay et al., 2006; Roberts et al., 2001; Roberts and Mullany, 2009).

Le contexte génétique d’un ICE et le cycle de vie d’'un ICE sont présentés en figure 11 et en figure

12, respectivement.
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Figure 11 : Contexte génétique d'un ICE

Created with BioRender.com et issue de (Bean et al., 2022)
a) Représentation schématique simplifiée des différentes régions d’un ICE, les sites attL (vert) et attR (jaune) permettent
l'intégration ou l'excision de I'ICE du chromosome. Les genes exprimant l'intégrase et les facteurs de régulation de
I'excision et de l'intégration sont représentés en bleu. Les génes exprimant le systeme de conjugaison sont représentés
en rouge et les génes accessoires codant des génes de résistance ou de régulation sont représentés en gris.
b) Présentation du contexte génétique du Tn916.
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Figure 12 : Cycle de vie d’'un élément intégratif conjugatif (ICE)

Created with BioRender.com
La cellule donneuse et son chromosome sont représentés en bleu. La cellule receveuse et son chromosome sont en
rouge. La forme intégrée de I'lCE est représentée par un rectangle vert alors que la forme excisée est représentée par
des cercles verts. La boule rouge représente la relaxase.
Voir le texte pour la description.

Les ICEs s’integrent et s’excisent du génome bactérien grace a une intégrase qui assure la
recombinaison spécifique (Grindley et al., 2006). En temps normal, les ICEs sont présents sur le
chromosome de la bactérie hote et les génes de conjugaison ne sont pas exprimés (Wozniak and
Waldor, 2010). Ces génes sont activés soit en réponse a des conditions cellulaires (phase de
croissance) ou a des stimuli extra-cellulaires (tétracycline), soit de maniére stochastique (Delavat et
al., 2017). Parmi ces génes, le géne int code une intégrase qui catalyse I'excision de I'lCE permettant
la formation d’'un intermédiaire circulaire qui posséde les caractéristiques d’un plasmide conjugatif
(Johnson and Grossman, 2015). La plupart des ICEs utilisent une intégrase a tyrosine, a I'exception
de certains cas dans lesquels ils utilisent une intégrase a sérine ou a DDE (Brochet et al., 2009;
Burrus et al., 2002a; Burrus and Waldor, 2004). De plus, le géne xis code le facteur excisionase dont
la fonction est de réguler 'activité de I'intégrase vers I'excision, en favorisant un appariement entre
les sites aftL et attR et en inhibant 'appariement entre les sites attB et att/ (figure 13) (Fogg et al.,
2014; Groth and Calos, 2004; Lee et al., 2007).
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Figure 13 : Représentation schématique lors de l'intégration au site spécifique d’'un ICE

Created with BioRender.com

Lors de l'intégration dans le chromosome héte (trait bleu) au site spécifique attB (rouge), l'intégrase de I'ICE catalyse une
recombinaison site spécifique entre les régions identiques du site attl de I'ICE (trait noir) et du site attB (rouge). Cela
permet la co-intégration de I'lCE dans le chromosome de I'héte et la formation des sites attL (vert) et attR (jaune).

Le transfert de I'lCE vers la cellule receveuse est dépendant de nombreux genes dont une relaxase,
qui est une endonucléase de la superfamille HUH (Burrus et al., 2002b; Chandler et al., 2013). De
plus, le T4SS de conjugaison codée par les ICEs est homologue a celui codé par les plasmides
conjugatifs (Alvarez-Martinez and Christie, 2009; Kado, 2014). La relaxase se lie a l'oriT de
l'intermédiaire circulaire pour former le relaxosome. Cela permet le transfert de I'lCE d’une bactérie
donneuse a une bactérie receveuse via le principe décrit dans le chapitre 2 sous partie 11.1.2. Dés
lors que l'intermédiaire circulaire est transféré dans la cellule receveuse, la relaxase catalyse la
ligature des extrémités 5' et 3' de I'ADN simple brin transféré permettant ainsi la formation d’'un ADN
simple brin fermé (Johnson and Grossman, 2015). Cet ADN est converti en ADN double brin par la
synthése du second brin. Ensuite, l'intégrase de I'lCE catalyse l'intégration de I'élément dans le
chromosome de la receveuse. Chez le donneur, une fois 'ADN double brin de I'ICE reformé, il
s’inteégre a nouveau dans le chromosome de la cellule donneuse (Wozniak and Waldor, 2010). Bien
que de nombreux ICEs ciblent un seul site attB dans le chromosome similaire au site attP de 'ICE,
souvent localisé dans un géne d’ARNt, quelques-uns n'ont pas de spécificité de site comme le Thn976
(Johnson and Grossman, 2015; Roberts and Mullany, 2009).

Parmi les exemples d’ICE, on peut citer des ICE codant des fonctions métaboliques comme le
Tnb276 de Lactococcus lactis et ''CE CTnScr94 chez Salmonella permettent la fermentation du
saccharose, ou des fonctions de virulence avec I'ilot de pathogénicité PAPI-1 de Pseudomonas
aeruginosa (Carter et al., 2010; Hochhut et al., 1997; Rauch and De Vos, 1992).
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De nombreux ICEs contiennent aussi d’autres éléments génétiques tels que des transposons
composites (Juhas et al.,, 2007; Toleman and Walsh, 2011), comme [I'ICEHpaT3T1 chez
Haemophilus parainfluenzae avec les génes de résistance a la tétracycline encadrés par deux
copies d’'IS70 formant le Tn70, ou un intégron avec des génes de résistance aux antibiotiques
comme I'lCE SXT ou I'lCEEc2 (Hochhut et al., 2001; Roche et al., 2010).

11.4. Les éléments transposables procaryotes

Ce sont des séquences d'ADN capables de se déplacer d'un endroit a un autre, d’'un site donneur
vers un site cible du méme génome ou sur un autre réplicon. Contrairement a la recombinaison
homologue, la transposition ne requiert pas d'identité de séquence entre I'élément mobile et I'ADN,

elle utilise une enzyme particuliére : la transposase.
11.4.1. Les séquences d’insertions (IS)

Les séquences d’insertion se déterminent comme les éléments transposables les plus simples avec
une taille comprise entre 0,7 et 2,5 kb. Jusqu’a récemment, on définissait les séquences d’insertion
comme des segments d’ADN contenant uniquement les informations génétiques nécessaires et

suffisantes a leur transposition (Berg et al., 1989; Craig et al., 2002).

Le géne tnpA code une transposase (TnpA) qui est une enzyme catalytique. La fonction de TnpA
est de reconnaitre des séquences répétées inversées (IRL, left et IRR, right) et de catalyser la
réaction de transposition de I'élément (figure 14). Les séquences IR situées aux extrémités sont
indispensables a la mobilité des IS. La taille de ces séquences IR varie d’environ 20-40 pb (Huisman
et al., 1989; Johnson and Reznikoff, 1983; Makris et al., 1988; Mugnier et al., 2009). Les IS seront

développées dans le chapitre llI.

TnpA

Figure 14 : Schéma d’'une séquence d’insertion

Created with BioRender.com

Chez la majorité des IS, le gene tnpA (fleche verte indiquant le sens de transcription) est flanqué de régions appelées
répétitions inversées terminales (IR -L (left) / IR -R (right), triangle violet). Le gene tnpA permet de coder pour une

transposase (TnpA). TnpA va reconnaitre les extrémités IRL et IRR et les cliver pour permettre la mobilité de I'élément.
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1.4.2. Les transposons (Tn)

Les Tn sont plus grands que les IS et contiennent un ou des génes supplémentaires dont les
fonctions ne sont pas impliquées dans le processus de transposition. Ces génes sont considérés
comme facultatifs et ils sont aussi appelés fonctions « auxiliaires » ou génes « passagers ». Les Tn
sont soit non composites, soit composites (figure 15) (Malachowa and DelLeo, 2010). De plus,
certains transposons contiennent des promoteurs qui peuvent entrainer la transcription de génes en
aval, cela peut générer l'activation et l'expression de divers phénotypes auparavant silencieux
(Szuplewska and Bartosik, 2009). Les Tn ont largement participé a la propagation des
multirésistances bactériennes aux antibiotiques par le fait qu’ils ont la possibilité d’étre portés par

des éléments transférables (lyer et al., 2013).

a) } » » tnpA 4

IRR

b) P tnpA 4— — —] —P tnpA 4

IRR IRL IRR

Figure 15 : Transposons non-composite et composite

Created with BioRender.com

Les fleches représentent 'orientation des génes, en vert le gene tnpA, en jaune les genes de résistance aux antibiotiques,
en marron les genes de résistance aux métaux lourds et en gris les genes de fonction inconnues. Les extrémités de I'lS
sont représentées par des triangles violets indiquant les répétitions inversées terminales (IR -L (left) / IR -R (right).

a) Représentation schématique d’un transposon non-composite ou plusieurs genes auxiliaires/facultatifs sont représentés
entre I'IRL et I'IRR faisant partie intégrante de I'lS.

b) Représentation schématique d’un transposon composite ou deux copies d’IS encadrent des genes de résistance aux
antibiotiques.

11.4.2.1. Les transposons non-composites

Les transposons non composites, appelés aussi transposons unitaires, sont bordés de séquences
répétées inversées terminales, comme les IS. Néanmoins, ils possédent leur propre géne de
transposase, permettant leur transposition en intra-cellulaire. Ces transposons hébergent un géne

tnpA qui code la transposase et un géne thpR qui code la résolvase.

Ces transposons ont des tailles variables entre 4 kb et 20 kb et ils portent généralement un ou

plusieurs génes facultatifs, comme des génes de résistance aux antibiotiques ou aux métaux lourds.

Le Tn5563a appartient a la famille du transposon Tn3 qui est le prototype de ce groupe de Tns
unitaires. En effet, les transposons de la famille Tn3 sont principalement impliqués dans le transfert

des génes de résistance bla induisant une résistance aux -lactamines (Partridge, 2011; Partridge
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and Hall, 2005). Nous pouvons citer I'exemple de Tn7337 qui confére une résistance aux

carbapénémes chez Klebsiella pneumoniae (Rinkel et al., 1994).

Différents transposons non-composites portent des génes de résistance aux antibiotiques (Partridge
et al., 2018).

11.4.2.2. Les transposons composites

Les Tns composites contiennent un géne ou un groupe de génes flanqués de deux IS identiques,
appelées IS-L (left) et IS-R (right) (Schaefer and Kahn, 1998). Ainsi, les deux IS sont suffisamment
proches I'une de I'autre pour pouvoir interagir de concert dans la mobilisation du segment d’ADN

gu’elles encadrent.

La transposition d’'un Tn composite est catalysée par la transposase codée par I'une ou les deux IS.
Ces IS peuvent étre en orientation directe, c’est-a-dire dans la méme orientation, ou inverse. En
effet, seule 'une des deux IS du transposon composite code pour une transposase fonctionnelle,
lautre IS code soit une transposase mutée ayant perdu sa fonction, soit éventuellement un

régulateur de la transposition.

Le segment d’ADN encadré par les IS n’intervient pas dans le mécanisme de transposition et peut
coder pour n'importe quelle fonction, cela est le cas des génes de résistance aux antibiotiques ou
des génes de dégradation des xénobiotiques (Bennett, 2008; Nojiri et al., 2004; Schaefer and Kahn,
1998). Un méme couple d'IS peut border des segments d’ADN d’origine différente formant alors
différents transposons composites. L’existence de tels Tn composites indique que de nouveaux Tn

continuent perpétuellement de se produire dans les cellules hétes ayant des IS dans leur génome.

Différents Tn sont porteurs de génes de résistance aux antibiotiques (Partridge et al., 2018). Par
exemple, Tn5 est encadré par deux copies d’'IS50, entourant trois génes codant la résistance a la
kanamycine, la bléomycine et la streptomycine, respectivement (Genilloud et al., 1988; Goryshin et
al., 1998; Sasakawa et al., 1982).

11.4.3. Les MITEs, les MICs et les PATEs

Les dérivés des éléments transposables non autonomes sont les MITEs et les MICs. De nombreux
génomes procaryotes sont truffés de fragments d’IS et de petits dérivés non-autonomes. En principe,
leur transposition peut étre catalysée par la transposase de I'élément complet correspondant si elle

est exprimée en trans dans la méme cellule (Delihas, 2011).
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Figure 16 : Origine des MITEs, MICs et PATEs
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Les fleches représentent 'orientation des génes, en vert le gene tnpA, en jaune les genes de résistance aux antibiotiques,
en marron les génes de résistance aux métaux lourds et en gris les genes de fonction inconnue. Les extrémités de I'lS
sont représentées par des triangles violets indiquant les répétitions inversées terminales (IR -L (left) / IR -R (right)) et les
palindromes subterminaux sont représentés par des rectangles rouge (LE — Left End) et bleu (RE — Right End).

a) En haut de la figure se trouve le schéma classique d’une IS et en bas, le schéma d’un MITE qui est probablement dérivé
de la délétion interne de la transposase.

b) Aprés le passage d’une IS vers une forme de transposon non-composite ou plusieurs génes auxiliaires/facultatifs sont
représentés entre I'IRL et IRR, le MIC serait probablement dérivé de la délétion interne de la transposase.

c) En effet, comme pour les MITEs, la génération de PATE serait probablement dérivée de la délétion interne de la
transposase de I'élément.

Les structures appelées MITEs (Miniature Inverted Repeat Transposable Elements) ont d’abord été
identifiées chez Neisseria spp. et sont apparentées aux IS avec une transposase DDE (figure 16.a)
(Correia et al., 1986, 1988; J. Filée et al., 2007). Elles incluent des représentants des membres des
familles 1S71, 1S4, IS5, IS6 et Tn3 (Brugger et al., 2002; J. Filée et al., 2007). Les MITEs sont de
petite taille (~300 pb). Elles incluent des IRs terminales gauche et droite, correctement orientées.
Toutefois, a la différence des IS, aucun géne codant une transposase ne se trouve entre les deux
IRs. Par ailleurs, ces MITEs générent généralement des courtes répétitions directes flanquantes
(généralement le dinucléotide TA) (Craig et al., 2002; Delihas, 2008). Les MITEs sont probablement
dérivées de la délétion interne de I'lS ; certaines contiennent de courtes séquences non codantes
entre les IRs qui pourraient ou non étre dérivées de I'lS (Delihas, 2011). Les MITEs sont considérées
comme des éléments transposables non-autonomes et mobilisables en trans par les transposases
des copies génomiques parentales complétes (Bardaji et al., 2011). Les MITEs sont généralement
co-transcrites avec les génes situés en amont (De Gregorio et al., 2006). De plus, dans certains cas,
elles contiennent des promoteurs fonctionnels dans leur région centrale qui sont reconnus par les

facteurs de I’h6te modulant in fine I'expression des génes voisins (Delihas, 2008).
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Les MICs pour « Mobile Insertion Cassette » (figure 16.b) est un autre groupe d’éléments dérivés
d’IS et apparentés aux MITEs (Chen et al., 1999; De Palmenaer et al., 2004). Ces éléments, comme
les MITEs, sont flanqués d’IR, ne codent pas de transposase et générent des répétitions directes
(DR) dans le site cible. Cependant, a l'inverses des MITEs, ces éléments transportent des génes
variés et présentent un nombre de copies relativement faible (De Palmenaer et al., 2004). Le sous-
groupe IS2371 appartenant a la famille IS4 comprend de nombreux exemples de ces différents types
de dérivés : MITEs et MICs (De Palmenaer et al., 2008).

Enfin, des structures similaires aux MITEs ont été identifiées et incluent les dérivés de la famille
1IS200/1S605 (J. Filée et al., 2007). Ces structures s’apparentent a des éléments avec d’autres types
de transposase (différentes de DDE). Ces structures ont été nommées PATEs pour « Palindrome-
associated Transposable Elements », ce sont des structures qui contiennent aux extrémités
uniquement les structures secondaires sub-terminales LE (Left End) et RE (Right End), ainsi que la
séquence cible nécessaire au clivage (présenté en figure 16.c) (Dyall-Smith et al., 2011). Ces
structures ont été détectées dans les génomes d’Archées, de certaines cyanobactéries et
Salmonelles (Siguier et al., 2014; Teo et al., 2022).

I1.5. Intégrons

Ce sont Hatch Stokes et Ruth Hall qui ont décrit pour la premiére fois les intégrons (Stokes and Hall,
1989). Il s’agit d’'un systéme qui permet de capturer et d'exprimer efficacement des génes exogénes.

Nous distinguons deux grandes familles d’'intégrons :

- Les intégrons sédentaires chromosomiques : ils sont strictement retrouvés sur le chromosome
bactérien. Ces intégrons jouent un réle important en tant que réservoir de génes car ils sont
capables de porter des centaines de cassettes de génes. La plupart des protéines codées par
ces cassettes geénes ont une fonction inconnue. Ainsi, ces réseaux de casettes constituent un
point chaud pour la diversité du génome bactérien (Hall, 2012).

- Les intégrons de résistance ou intégrons mobiles.

Les intégrons de résistance permettent de capturer et d'exprimer efficacement des génes de
résistance aux antibiotiques et aux antiseptiques (Stokes and Hall, 1989). Ces intégrons sont
naturellement immobiles, toutefois ils sont liés a des éléments génétiques mobiles tels que des ICE
ou des plasmides conjugatifs permettant leur mobilité (Stokes et al., 2001). Un intégron de résistance

se compose d’une reégion conservée en 5’ (5’CS) et d’'une région variable.
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Figure 17 : Les différentes régions d’'un intégron et son fonctionnement
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a) La région 5°CS des intégrons se caractérise par la présence d’'un géne intl codant pour l'intégrase Intl (fleche rouge)
qui est exprimé a partir du promoteur Pintl (petite fleche rouge). Dans la séquence codante de intl, un promoteur nommé
Pc (fleche verte) permet I'expression du réseau de cassette. Le site attl (point violet) permet l'intégration des cassettes
génétiques dans la région variable.

b) Aprés le site attl de la région 5-CS, nous avons un enchainement de cassettes exprimant une diversité de genes
appelée région variable. En effet, le promoteur Pc va permettre I'expression des cassettes de genes. A ce titre, plus la
cassette est proche de la région 5-'CS, plus les genes seront exprimés. A contrario, plus la cassette est éloignée de la
région 5-CS, moins elle a de change d’étre exprimée.

¢) Le gene intl permet I'expression de l'intégrase intl. Celle-ci va permettre, soit I'intégration d’une cassette circulaire
médiée par une recombinaison entre le site attl et le site attC de la cassette : l'intégration de cette cassette s’effectue en
premiéere position ; soit elle peut permettre I'excision d’une ou des cassettes par la recombinaison entre deux sites attC.
Cela permet la libération d’une cassette sous forme circulaire.

d) Apres la région 5-CS et la région variable se trouvent la région 3-CS. Dans le cas des intégrons de classe 1, il est
commun de retrouver 3 génes conservés du coté 3’ de la région variable.

La région 5'CS, appelée aussi « plateforme fonctionnelle » se compose de trois éléments essentiels

(figure 17.a) :

- Un géne intl qui, sous le contréle du promoteur Pint, code pour une intégrase qui est une
recombinase a tyrosine dont la séquence en acides aminés permet de déterminer plusieurs
classes d’intégrons (Mazel, 2006; Messier and Roy, 2001). Il existe cinq classes d’intégrons de
résistances : les intégrons de classe 1, 2 et 3 retrouvés fréquemment dans un contexte clinique
(Partridge, 2011), I'intégron de classe 4 décrit sur 'lCE SXT de Vibrio cholerae et I'intégron de
classe 5 sur le plasmide pRSV1 de Vibrio salmonicida (Hochhut et al., 2001; Sgrum et al., 1992).

- Un site att/ reconnu par l'intégrase permettant I'intégration des cassettes de génes dans la région
variable de I'intégron (Partridge et al., 2000).

- Un promoteur appelé « Pc » dont il peut exister plusieurs variants selon la classe d’intégrons et
qui est situé le plus souvent dans la séquence codante de I'intégrase et permettant I'expression

des cassettes en aval (Collis and Hall, 1995; Jové et al., 2010; Lévesque et al., 1994).
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Les intégrons acquiérent de nouveaux genes appelés « cassettes de génes » dans la région variable
(figure 17.b) (Hall et al., 1991). Chacune de ces cassettes est délimitée par un site de recombinaison
en tige-boucle appelé site aftC (Hall et al., 1991; Rowe-Magnus et al., 1999). Les cassettes de génes
sont intégrées par recombinaison spécifique entre le site aft/ de la plateforme fonctionnelle et le site
attC de la cassette par l'intégrase (Stokes et al., 1997). De plus, les cassettes intégrées ont la
capacité d’étre excisées sous forme d'éléments d'ADN circulaires (figure 17.c) (Collis and Hall,
1992a, 1992b). Généralement, les cassettes de génes sont dépourvues de promoteur, c'est
pourquoi, les cassettes de génes sont exprimées a partir du promoteur Pc, selon un gradient, a
savoir que les cassettes les plus proches du promoteur sont les plus exprimées (figure 17.d) (Collis
and Hall, 1995).

Certains intégrons de résistances peuvent étre flanqués de MITE comme décrit chez Acinetobacter
et Enterobacter. La recombinaison entre ces deux régions MITEs flanquant I'intégron permet son
excision du chromosome par transposition (Gillings et al., 2009; Poirel et al., 2009). Ainsi, les MITEs

pourraient conférer a l'intégron un mécanisme de mobilité.
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Il ressort de ce qui précéde que :

> Les plasmides sont des réplicons extra-chromosomiques dont nous trouvons de
deux types :

o Les plasmides dits « mobilisables » dont la transmissibilité du plasmide est
assurée par un plasmide conjugatif corésident.

o Les plasmides dits « conjugatifs » codent I'ensemble de la machinerie
nécessaire a son transfert d’'une cellule donneuse vers une cellule receveuse
grace a un systéme de sécrétion de type IV (T4SS).

> Les ICE ou transposons conjugatifs sont localisés sur le chromosome et capables
d’excision du génome grace a une intégrase avec une mobilité inter-génomique
médiée par un systéme de conjugaison identique au plasmide conjugatif.

> Les éléments transposables procaryotes sont des séquences d'ADN capables de se
déplacer d'un endroit a un autre, d’'un site donneur vers un site cible du méme
génome ou sur un autre réplicon comme un plasmide. Pour leur mobilité intra-
chromosomique, ces éléments transposables utilisent une enzyme particuliére : la
transposase.

> Les intégrons permettent de capturer et d'exprimer efficacement des génes

exogénes grace a une intégrase et un promoteur Pc.
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Chapitre Ill. Les séquences d’insertion (IS) procaryotes

De nombreux génomes procaryotes sont mosaiques, composes d'un « génome central » ou core
genome, constitué de génes essentiels et de génes de ménage. Le génome central comprend aussi
des segments d'ADN constituant le « mobilome » se définissant comme une variété de génes
accessoires acquis faisant partie du pan-génome (Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2008). Les
séquences d'insertion (IS) font partie du « mobilome » ; elles se définissent comme les éléments
geénétiques mobiles les plus simples contenant uniquement des génes liés a leur transposition et a
la régulation de leur transposition (Craig et al., 2002; Kleckner, 1981; Mahillon and Chandler, 1998).
La mobilité de ces IS peut conduite a I'expression, I'acquisition ou la suppression de fonctions chez
I'héte bactérien (Chao and McBroom, 1985; Elena et al., 1998).

II1.1. Classification et diversité

Les premiéres IS ont été décrites en 1972. Elles ont été identifiées par 'insertion de segment d’ADN

dans de nombreux génes (Hirsch et al., 1972).

Bien que les changements générés par les IS soient souvent des mutations délétéres (Elena et al.,
1998; Mahillon and Chandler, 1998), ces éléments sont abondants dans les génomes bactériens
(Touchon and Rocha, 2007; Wagner, 2009). Il existe différentes hypothéses pour expliquer la

persistance des IS chez les populations bactériennes :

- L'hypothése de I'ADN égoiste qui est définie par des IS capables de persister chez I'héte
bactérien grace a leur capacité a répliquer bien gu’elles n'apportent aucune contribution a I'héte
(Doolittle and Sapienza, 1980; Orgel and Crick, 1980).

- L'hypothése adaptative selon laquelle la persistance de I'lS chez I'héte s’expliquerait par son
réle dans la capacité a induire des mutations (Bichsel et al., 2013; Blot, 1994; Le Rouzic and
Deceliere, 2005). Certains travaux ont souligné I'importance des IS comme source de diversité
geénétique pour I'héte car la mobilité de ces éléments permet des changements génomiques qui
sont dans certains cas bénéfiques (Bickhart et al., 2009; Casacuberta and Gonzalez, 2013; El
Gharniti et al., 2012; McEvoy et al., 2007). De plus, si une mutation bénéfique prévaut grace a
la sélection naturelle chez une population bactérienne, les IS peuvent se fixer en méme temps
que cette mutation (Chao et al., 1983; Martiel and Blot, 2002). A titre d’illustration, chez les hotes
exposés a des antibiotiques, les IS augmentent la capacité d’adaptation car impliquées dans la
mobilisation et/ou I'expression des génes de résistance aux antibiotiques (Boutoille et al., 2004;
Casagrande Proietti et al., 2012; Nagel et al., 2011; Poirel et al., 2003).

- L'hypothése neutre appelée aussi « effet de la dérive » qui s’explique par la dérive de maniére
aléatoire des IS vers une fixation dans le génome bactérien (lranzo et al., 2014; Lynch and

Conery, 2003). Si la taille de la population bactérienne est grande, alors la dérive de I'lS devient

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 52
Licence CC BY-NC-ND 3.0



plus faible (Le Rouzic et al., 2007; Lynch and Conery, 2003). Ainsi, quand les populations
bactériennes sont suffisamment grandes, elles peuvent éliminer efficacement les IS qui ont des
effets néfastes (Rankin et al., 2010). Bien que les colts d'adaptation induits par les mouvements
des IS sont relativement faibles, voire proches de la neutralité, il semblerait cependant difficile

d'éliminer ces éléments (Dolgin and Charlesworth, 2006).

Ces trois hypothéses ne sont pas mutuellement exclusives pour expliquer I'abondance des IS du fait
des interactions complexes entre le transfert horizontal de génes, la distribution des effets
d’adaptation, la dérive et le taux de transposition (Berg et al., 1989; Deceliere et al., 2006; Dolgin
and Charlesworth, 2006).

Afin de limiter ou de supprimer I'activité de transposition, des mécanismes ont été mis en place par
les IS et/ou leurs hétes (Blot, 1994; Hall, 1999; Kleckner, 1981; Nagy and Chandler, 2004).
Cependant, afin de répondre a des défis environnementaux, il a été observé une augmentation de
I'activité de transposition (Le Rouzic and Capy, 2005; Nagel et al., 2011; Pfeifer and Blaseio, 1990).
Ce phénomeéne a été appelé un « burst » de transposition qui se caractérise par une augmentation
du taux de transposition. Chez Escherichia coli par exemple, le « burst » a favorisé I'adaptation a un
environnement a forte osmolarité par une augmentation du taux de mutations bénéfiques (Stoebel
and Dorman, 2010). Ainsi, ces changements d’activités de transposition sont un mode de réponse
aux stress dans des environnements changeants. Ainsi, le « burst » permet d’augmenter le nombre
d'lS et in fine de favoriser la persistance des IS (Foster, 2007; Le Rouzic and Capy, 2005; Mennecier
et al., 2006).

Enfin, plusieurs études ont montré que certains génomes bactériens, ayant connu une expansion
du nombre de copies d'IS, seraient la premiére étape du processus de réduction du génome et
d’optimisation des génomes (Gil et al., 2008; Moran and Plague, 2004; Plague et al., 2008). En effet,
cette expansion serait influencée par le mode de vie et plus précisément par le passage d’'un mode
de vie libre a intracellulaire, comme dans le cadre de I'endosymbiose (Moran and Plague, 2004;
Plague et al., 2008). Il en résulterait une accumulation irréversible de mutations dans un
environnement intracellulaire confiné du fait d’'un milieu riche, ainsi de nombreux génes de bactéries
essentielles a la forme de vie libre deviennent inessentiels (Andersson and Kurland, 1998; Moran,
1996). Cette expansion des IS contribuerait a I'accumulation de pseudogénes par recombinaison
intrachromosomique entre les IS et conduirait & une réduction du génome (figure 18) (Andersson
and Andersson, 1999; Lawrence et al., 2001; Mira et al., 2001). Ce phénoméne d’expansion et de
réduction du génome favoriserait la symbiose entre deux organismes (Bordenstein and Reznikoff,
2005). En effet, il a été prouvé que I'endosymbiote Wolbachia sp. a été soumis a plusieurs vagues
d’expansion et d'élimination des IS (Cerveau et al.,, 2011). En outre, il a été avancé que ce
phénoméne de réarrangements et suppressions a grande echelle du génome hote médié par les IS

a amélioré la capacité bactérienne a combattre les défenses de I'hdte, comme chez Bordetella, en
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modifiant les antigénes de surface et les circuits de régulation (Parkhill et al., 2003; Preston et al.,

2004).
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Figure 18 : Expansion et élimination des séquences d'insertions induisant la rationalisation du génome

Issue de Siguier et al., 2014

La figure montre schématiquement, de gauche a droite, les événements qui ont conduit a I'évolution de la dépendance a
I'égard de I'héte chez les bactéries.

(i) Le chromosome ancestral comprenant un faible nombre d'IS résidents (rouges).

(i) L'expansion des IS résulte de l'isolement et de la formation de goulets d'étranglement au sein d'un organisme héte.
Elle s'accompagne d'une mutation favorisée par l'insertion de nouvelles copies d'IS et par les activités de transposition qui
y sont liées, a savoir la délétion et le réarrangement.

(iii) Avec le temps, les IS auront tendance a subir une délétion avec les séquences d’ADN.

(iv) En fin de compte, une délétion importante conduit a la génération de fragments d'IS non autonomes et a leur
élimination.

(vi) Il en résulte des génomes rationalisés, « libres » d'IS, qui peuvent étre « réinfectés » par I'lS lors de rares contacts
avec d'autres souches porteuses d'IS (v).

Actuellement, plus de 5000 IS ont été décrites grace a I'avénement du séquengage a haut débit des
genomes. Il convient de préciser que depuis 1988, le nombre d’IS ne cesse d'augmenter (Ross et
al., 2021). La classification de ces éléments est nécessaire pour faire face a leur nombre élevé et a

leur diversité.
Plusieurs critéres sont utilisés pour classer les IS :

- L'organisation génétique,

- Lataille et la structure des séquences inversées répétées, IR,

- La similarité de la séquence primaire des acides aminés de la transposase,
- Les préférences en matiére de sites cibles,

- Lalongueur des répétitions cibles,

- La nature biochimique de la transposase pour le clivage des brins d’ADN.

Actuellement, les IS sont classées sur la biochimie de la transposase qui définit un mécanisme
moléculaire de transposition, propre a chaque groupe. Cinq grands types de transposase sont
actuellement définis, & savoir les transposases : DDE, DEDD, les sérines, les tyrosines et HUH
(tableau 1).
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Tableau 1 : Principales caractéristiques et résumé de chaque famille et sous-groupe d'IS

Abréviations : O = Oui ; N= Non ; DR = direct repeat (ou répétion directe) ; IR = inverted repeat (répétition inverse) ; ORF
= open reading frame (cadre ouvert de lecture) ; ISNCY = Insertion Sequence Not Classified Yet

DR

Famille Sous-groupes Taille (pb) Extrémités IRs Nb des ORF Frameshift Résidus catalytiques Mécanisme
— 740-1180 8-9 (0] 2 ORFAB
IS1 Un seul ORF 800-1200 0-9 GGnnnTG N 1 — DDE Copier-coller et cointégrats
ISMhu11 9004600 0-10 (0] 2 ORFAB
1SPna2 1000-1150 8 GGCnnTG 1 DDNK
ISPna2+pass 1500-2600 8 — 1+pass —
ISH4 1000 8 CGCTCTT DDNK
IS1016 700-745 7-9 GGGgctg DDEK
1S1595 1S1595 900-1100 8 CcTGATT (0] 1 — DDNK+ER4R7 Copier-coller ?
I1SSod11 1000-1100 8 nnnGenTATC DDHK+ER4R7
ISNwi1 1080-1200 8 ggnnatTAT DDEK+ER4
ISNwi1+pass 1750-4750 8 — 1+pass —
ISNha5 3450-7900 8 CGGNnTT 1 DDER/K
1S150 1200-1600 34 TG
18407 1100-1400 4 TG
1S3 1851 1000-1400 34 TG o) 2 ORFAB DDE Copier-coller
IS3 1150-1750 34 TGalg
1S2 1300-1400 5 TG
1S481 — 950-1300 4-15 TGT (0] 1 — DDE Copier-coller ?
ISAba32 1450-1870 5-6 TGT
1S1202 ISTde1 1320-1780 16-17 TAT/TGT (o] 1 — DDE Copier-coller
1S1202 1440-1900 27-28 TGT
1S10 1200-1350 9 CT
1S50 1350-1550 8-9 C
1SPepr1 1500-1600 7-8 -T-AA
10— 1
1S4 154 1400-1600 13 -AAT (o] DDE Couper-coller
1S4Sa 1150-1750 8-10 CA
ISH8 1400-1800 10 ?
15231 1450-5400 1102_ CAT 1ou+*
— 1400-1550 4
IS701 ISAbat1 _ _ — (o] 1 — DDE —
ISH3 — 1225-1500 4-5 C-GT (0] 1 — DDE —
1S1634 — 1500-2000 5-6 C o 1 — DDE —
1S903 950-1150 9 GG
ISL2 850-1200 2-3 —
ISH1 900-1150 8 -GC 1 —
185 IS5 1000-1500 4 Galg 0o DDE -
1S1031 850-1050 3 GAalg
18427 800-1000 2-4 Galg 2 ORFAB
1S1182 — 1330-1950 0-60 — o] 1 — DDE —
1S6 — 700-900 8 GG (0] 1 — DDE cointégrats
1S21 — 1750-2600 4-8 TG (0] 2* — DDE —
1S30 — 1000-1700 2-3 — o 1 — DDE Copier-coller
— 2000-3000 3* DDE*
166 ISBst12 1350-1000 o9 GTAA Y 1 - DDE -
— 1200-1500 8-9 Galg
1S256 1S1249 1300 0-10 GG Y 1 — DDE Copier-coller
1ISC1250 1250 0-9 GG
ISH6 — 1450 8 GGT [0} 1 — DDE —
ISLre2 — 1500-2000 9 — (0] 1 — DDE —
ISAzbat 1400-2900 0 — lor+* —
ISKra4 ISMich2 1250-1400 8 GGG Y 1or2 ORFAB DDE —
ISKra4 1400-3700 9 GGG lor+* —
1S630 — 1000-1400 2% — (0] 1or2 ORFAB DDE Couper-coller
1S982 — 1000 3-9 AC [0} 1 — DDE —
1S1380 — 1550-2000 4-5 CcC (0] 1 — DDE —
ISAs1 — 1200-1500 8-10 CAGGG (0] 1 — — —
ISL3 — 1300-2300 8 GG o 1 — — —
Tn3 — >3000 0 GGGG (0] >1 — DDE cointégrats
ISAz013 — 1250-2200 0-4 Galg (0] 1 — — —
— 1200-1550 0 — N 1 — DEDD —
IS710 151111 — — - o — — — -
1891 — 1500-2000 0 — N 1 — HUH/Y2 Cercle roulant
1S200 600-750 0 — 0 1* — HUH/Y1
1S200/1S605 1S605 1300-2000 _ _ _ o _ HUH/Y 1 « peel-and-paste »
1S607 — 1700-2500 0 — N 2* — Serine** —
1S892 1600 0-8 CTAG (o} 2
ISLbi1 1400-1500 5 — (0] 1
ISMae2 1400-2400 9 CAG (o] 1
ISNCY * ISPIu15 800-1000 0 — N 1 ORFAB - -
ISA1214 1000-1200 8-12 — (0] 2
ISC1217 1200 6-8 TAG (o] 1
ISM1 1300-1600 8-9 — [0} 1
ISDol1 1600-1900 6-7 — o 1 — DDE —
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En plus de la biochimie de la transposase, les IS peuvent étre classées en plusieurs types selon les
extrémités qui bordent I'élément, ainsi que la génération ou non d’'une duplication du site d’insertion
de I'élément. Les IS ont donc été classées en groupes ou en familles apparentés qui sont souvent
divisées en sous-groupes. En 2014, Siguier et al. ont réalisé une représentation de la distribution
des familles d'IS en fonction de la biochimie de la transposase et le nombre de membres par famille
(figure 19) (Siguier et al., 2014).
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Figure 19 : Répartition des familles d'IS

Issue de Siguier et al., 2014

L'histogramme montre le nombre d'IS d'une famille donnée issue de la base de données ISfinder en juin 2013. Les cases
horizontales indiquent le nombre et la taille relative des différents sous-groupes au sein de la famille. lls sont regroupés
par couleur en fonction du type de transposase utilisé : DDE (bleu), DEDD (vert), HUH (rouge), sérine (orange) et
indéterminé (violet).

Un simple numéro a été attribué au départ a chaque IS (Campbell et al., 1979). Cependant, a cause
de l'augmentation constante d'lS décrites, une nouvelle nomenclature d( étre instaurée. La
nomenclature actuelle est : la premiére lettre du genre suivie des deux premiéres lettres de I'espéce
et d'un numéro (Chandler and Mahillon, 2000).

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 56
Licence CC BY-NC-ND 3.0



lll.2. Les IS bactériennes « classiques »
111.2.1. Structure et caractéristiques fonctionnelles

Comme vu précédemment, les IS sont définies comme un segment d'ADN court, généralement
cryptique sur le plan phénotypique, codant uniquement pour les enzymes nécessaires a sa
transposition et capables d'insertion (Craig et al., 2015, 2002; Siguier et al., 2015). Les IS classiques
se caractérisent de la maniére suivante (Berg et al., 1989; Craig et al., 2002) :

- Une longueur comprise entre 0,7 et 2,5 kb,

- Sont compactes et comportent un ou deux orfs,

- Se terminent par des seéquences répétitives terminales imparfaites (IR) flanquantes.

Les IS codent une transposase qui est une enzyme catalytique catalysant les clivages de I'ADN et
les transferts de brins conduisant in fine au mouvement de I'lS. Dans certain cas, elles codent
également des protéines régulatrices. Compte tenu de leur structure compacte, les IS ont mis en
place des stratégies pour optimiser I'expression de leurs génes, tel que le déplacement programmé
des cadres ribosomiques et le réalignement transcriptionnel (Baranov et al., 2001; Chandler and
Fayet, 1993; Prére et al., 2011; Sharma et al., 2011; Siguier et al., 2014).

La fonction de la transposase est de reconnaitre et cliver les séquences IR. En effet, ces IR sont
indispensables a la mobilité des IS. La taille de ces séquences IR varie de 20 a 40 pb (Huisman et
al.,, 1989; Johnson and Reznikoff, 1983; Makris et al., 1988; Mugnier et al., 2009). Les IR sont
organisées en deux domaines fonctionnels (Huisman et al., 1989; Johnson and Reznikoff, 1983;
Normand et al., 2001; Zerbib et al., 1990) :

- Le domaine appelé « a » : positionné a l'intérieur de I'IR et intervenant dans la liaison de la
transposase.
- le domaine appelé « b » : positionné a I'extérieur de I'IR, il est impliqué dans les clivages et les

réactions de transfert de brin conduisant a la transposition de I'élément.

Cela étant, les membres de la famille IS271 portent de multiples séquences répétées aux deux
extrémités représentant plusieurs sites de liaison de la transposase (Berger et al., 2001; Mahillon
and Chandler, 1998).

Un modéle général d'organisation fonctionnelle des transposases semble émerger (Haren et al.,
1999; Stalder et al., 1990; Tavakoli et al., 1997; Wiegand and Reznikoff, 1994). En effet, les activités
spécifiques de liaison a I'ADN sont majoritairement situées dans la région N-terminale, tandis que le
domaine catalytique est souvent localisé vers l'extrémité C-terminale. Outre la présence des
domaines fonctionnels de liaison a I'ADN et de catalyse, de nombreuses transposases ont la

capacité de générer des formes multimériques essentielles a leur activité (Haren et al., 2000, 1999).
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Un type particulier de structure, les leucines zippers, joue un rdle vital dans la multimeérisation d'un

certain nombre de transposases (Haren et al., 2000, 1998; Lewis et al., 2011).

Enfin, il a été démontré que certaines IS ne présentaient que peu de spécificités de séquence dans
le choix de leur cible. Il a été mis en exergue que I'élément IS630 exige un dinucléotide TA dans la
cible (Feng and Colloms, 2007). Or, d’autre familles comme IS200/1S605 et 1IS91, exigent de courtes
séquences tétra- ou penta-nucléotidiques (Guynet et al., 2009; Mendiola and de la Cruz, 1989). De
plus, il a été mis en évidence que les éléments IS7 et IS7186, présentent une certaine spécificité pour

les séquences riches en AT et en GC, respectivement (Meyer et al., 1980; Sengstag et al., 1986).

D’autre part, certaines IS ou certains transposons pourraient étre attirés par les fourches de
réplication, ils présentent un fort biais d'orientation indiquant une préférence de brin a la fourche
(Peters and Craig, 2001a, 2001b; Ton-Hoang et al., 2010). Dans d’autre cas, I'lS cible des fourches
de réplication bloquées (S. He et al., 2015). De plus, si les IS ne sont pas bien orientées par rapport
a la fourche de réplication, ces éléments sont trés certainement inactifs et incapables de transposer
(Ton-Hoang et al., 2010).

Enfin, les membres des familles 1S7110, IS3 et 1S4 s'insérent dans des structures secondaires
potentielles telles que les palindromes extragéniques répétés (Clément et al., 1999; Tobes and
Pareja, 2006; Wilde et al., 2003), les intégrons (Post and Hall, 2009; Tetu and Holmes, 2008) ou
encore les extrémités d'autres éléments transposables (Hallet et al., 1991; Partridge and Hall,
2003a). En outre, il a été démontré que les éléments IS27, IS30 et IS971 s'insérent tous a proximité
des séquences qui ressemblent a leurs propres IR (Loot et al., 2004; Olasz et al., 1997; Reimmann
and Haas, 1987).

Une autre caractéristique des IS classiques : lors de linsertion de I'élément, elles générent de
courtes séquences directement répétées (DR) de I'ADN cible. Cette duplication est générée par la
réparation de I'espacement entre les sites de clivage. La longueur du DR est généralement comprise
entre 2 et 14 pb. Les DR sont caractéristiques d'un élément donné et générent une duplication de
longueur fixe. C’est déterminé par l'architecture du complexe de transposition qui impose des
contraintes sur la distance entre les clivages sur chaque brin de I'ADN cible (Dyda et al., 2012;
Montafio and Rice, 2011). Dans certain cas, I'absence de DR peut étre observée et traduire le
résultat d'une recombinaison homologue inter- ou intra-moléculaire entre deux IS, ou chacune a des
séquences DR différentes. Dans ce cas, une seule copie de la séquence DR est située sur chacun

des produits de délétion réciproque (Susu He et al., 2015).

Pour finir, les éléments 1S1549, IS1634 et IS1630 semblent générer de longs DR de longueur trés
variable (Calcutt et al., 1999; Plikaytis et al., 1998; Vilei et al., 1999). Cependant, le mécanisme

impliqué dans la génération de ces longs DR est actuellement inconnu.
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lll.2.2. Mécanismes biochimiques employés par les transposases des IS « classiques »
11.2.2.1. Les transposases de type DDE

Les transposases DDE présentent des domaines catalytiques qui se caractérisent par une triade
conservée d'acides aminés essentiels : aspartate (D), aspartate (D), glutamate (E) (Craig et al.,
2002). Cette triade permet de coordonner un ion métallique divalent et utilise un OH comme
nucléophile dans une réaction de transestérification (Haren et al., 1999; Hickman and Dyda, 2015).
Les transposases DDE ont une séquence de taille variable, entre 0,7 a 2,5 kpb de long avec un ou
deux cadres de lecture ouverts selon les éléments (Siguier et al., 2014). De plus, les IS se terminent
par des IR imparfaits et générent de courts DR de longueur variable lors de l'insertion.

Les transposases DDE sont le type le plus abondant chez les organismes procaryotes et eucaryotes.
Il existe de nombreuses familles de transposase DDE dont la famille IS3 est la plus répandue chez

les especes bactériennes (Ross et al., 2021).
De fagon générale, les transposases DDE présentent deux domaines :

- Le domaine qui assure la liaison a I'ADN spécifique a la séquence, ce domaine est généralement
situé vers l'extrémité N-terminale,

- Le domaine catalytique qui est davantage localisé vers I'extrémité C-terminale.

D'un point de vue fonctionnel, cet arrangement n’est pas anodin car il permet la liaison co-
traductionnelle a I'ADN, c’est-a-dire que la protéine se replie au cours de la traduction permettant a
la chaine polypeptidique naissante de commencer a se lier directement a l'extrémité IS. Ce
phénoméne a été démontré chez plusieurs éléments comme IS71, 1S3, IS30 (Haren et al., 1998;
Stalder et al., 1990; Zerbib et al., 1987). De plus, les domaines Hélix-tour-Hélix (HTH) et doigt de
zinc ont été impliqués comme domaines de liaison a I'ADN, ce qui rappelons-le est également le cas
chez I'élément IS7T et IS977 (Ohta et al., 2004; Rousseau et al., 2004).

Toutes les transposases DDE contiennent un motif commun et un repliement similaire a celui de la
RNase H (Rice and Baker, 2001). Il a été démontré que ce repliement chez la RNase H permet un
positionnement proche des résidus DDE (Nowotny, 2009). La triade DDE est souvent suivie d'un
résidu basique, généralement K ou R et elle porte le résidu E conservé pouvant étre remplacé par
un résidu N ou H (Ross et al., 2021). Les éléments de la famille IS3 ont des similitudes avec les
intégrases rétrovirales (IN) que ce soit par I'espacement de la triade DDE ou par I'apparition de

résidus conservés supplémentaires (Fayet et al., 1990; Haren et al., 1999).

Les transposases DDE partagent une chimie de transposition de base, mais elles varient dans les
étapes menant a la formation d'un intermédiaire d'insertion unique (Hickman et al., 2010a; Hickman
and Dyda, 2015). Ces transposases catalysent le clivage d'un seul brin d'ADN ce qui génére un

groupement *OH aux extrémités. Ce groupement est utilisé comme nucléophile pour attaquer le
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squelette phosphate de I'ADN cible. Cependant, la transposition de ces IS se produit via des
intermédiaires d'ADN a double brin, ce qui nécessite le traitement du second brin pour libérer I'lS
des séquences d'ADN flanquantes dans la molécule donneuse. Ce processus peut se dérouler de
différentes maniéres et il est spécifique a chaque famille d’IS. Ces variations, pour lesquelles le
second brin est traité pour la formation d'un intermédiaire, expliquent les différences dans la
transposition de chaque famille d’IS (Curcio and Derbyshire, 2003; Hickman and Dyda, 2015; Turlan
and Chandler, 2000).

En outre pour certaines IS, le second brin n'est pas clivé mais la réplication qui suit le transfert du
premier brin fusionne les molécules du donneur et de la cible, cela permet de générer des cointégrats
avec une copie directement répétée a chaque jonction donneur/cible (Craig et al., 2002). Ce
processus de réplication est appelé « la transposition réplicative » ou « Target Primed Replicative

Transposition », les I1S6, le phage Mu et le transposon Tn3 bénéficient de ce processus (figure 20).
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Figure 20 : Principales voies de transposition des transposases DDE

Issue de Hickman et al., 2010a
Pour la description, voir texte.

Pour les IS de la famille 1S4 et les transposons Tnb et Tn10, aprés I'attaque nucléophile initiale, le
¥OH libre est utilisé pour attaquer le brin opposé dans une réaction de transfert trans-brin. Cela
permet de générer un intermédiaire en épingle a cheveux transitoire a I'extrémité de I'lS (Haniford
and Ellis, 2015). Ce pont est ensuite clivé en utilisant H.O comme nucléophile pour libérer I'lS et
régénérer le *OH sur le brin transféré. Ainsi, I'lS est préte pour le transfert de brin et I'intégration. Ce

processus de réplication est appelé « couper-coller ».
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Chez les éléments de la famille 1IS630, I'ADN donneur flanquant est éliminé. En effet, dans ce
mécanisme le brin non transféré est clivé de 2 bases avant le clivage du brin transféré (Feng and
Colloms, 2007). Ce processus est le méme que leurs cousins eucaryotes : les transposons de la
famille Tc1/mariner (Plasterk, 1996; Richardson et al., 2009).

Concernant la famille 1S3, aprés I'attaque nucléophile initiale, le *OH libre de I'lS sert & attaquer
plusieurs nucléotides a I'extérieur de la deuxiéme extrémité pour générer un pont simple brin laissant
un *OH libre sur le flanc de I''S (Chandler et al., 2015). Ensuite, la réplication régénére une copie
intacte de I'lS reconstituant le plasmide donneur et elle produirait un ADN intermédiaire a double
brin circulaire. La formation de l'intermédiaire circulaire permet I'assemblage d’'un promoteur
transitoire fort (Ton-Hoang et al., 1997) pour piloter la synthése de la transposase. Ainsi, une fois
geénéré, l'intermédiaire circulaire est engagé a terminer la transposition. Ce mécanisme de
transposition est connu sous le nom de « copier-coller » ou « Donor Primed Replicative

Transposition ».

Enfin, dans le dernier modéle démontré uniquement chez les eucaryotes de la famille hAT et la
recombinaison V(D)J : la coupure initiée par la transposase permet la libération d’'un *OH au flanc
du brin non transféré qui a son tour peut attaquer le second brin, ce qui permet la formation d’'une

épingle a cheveux sur I'ADN flanquant et un *OH sur le brin transféré (Zhou et al., 2004).

En outre, de nombreuses familles produisent des intermédiaires circulaires double brin. Toutefois,
cela ne signifie pas nécessairement qu'elles utilisent toutes le méme mécanisme. En effet, un cercle
pourrait formellement étre généré par une excision impliquant une recombinaison des deux brins

(figure 21) (Hickman and Dyda, 2015). Ces différences se reflétent dans les différentes familles d'lS.
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Figure 21 : Les deux modes principaux de transposition

Created with BioRender.com

a) Dans la transposition conservative, I'élément transposable (représenté par un rectangle rouge) est excisé de I'ADN
donneur (cercle noir) par des coupures double brin a chaque extrémité (triangles jaunes), puis transféré dans I'’ADN cible.
b) La transposition réplicative conduit a la formation d'un cointégrat dans lequel I'ADN donneur et cible sont fusionnés, la
réplication de I'élément généere deux copies dont l'une est attachée a I'ADN donneur et 'autre est liée a la cible. Le
cointégrat est résolu par recombinaison homologue de site spécifique entre les deux copies de transposon. Des répétitions
directes (représentées par des triangles vert) sont généralement générées, dans les deux modes de transposition, au
niveau du site d'insertion.

Chez les transposases DDE, le site cible d’insertion est choisi par une interaction directe soit entre
I'ADN cible et la transposase, soit entre la transposase et d'autres protéines accessoires. Le
transposon Tn10 et I'élément IS70 s'insérent par préférence au niveau de la séquence consensus
®GCTNAGC (Halling and Kleckner, 1982). De plus, il a été démontré que les séquences adjacentes
a ce consensus ont un impact sur la sélectivité de la cible. Le transposon Tn9 et I'élément IS71
privilégient des sites riches en nucléotides AT (Zerbib et al., 1985). Enfin, les transposons
eucaryotes de la famille Tc/mariner générent une duplication °TA et ciblent la séquence consensus
S*CAYATATRTG (Korswagen et al., 1996). A contrario, le transposon Tn7 s’insére spécifiquement
au site attTn7 dans le chromosome de Escherichia coli et trés rarement au niveau d’autres sites
non-attTn7 (Waddell and Craig, 1988).
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11.2.2.2. Les transposases de type DDED

Les transposases a motif catalytique DEDD se caractérisent par 'enchainement des acides aminés :
aspartate (D), glutamate (E), aspartate (D), aspartate (D). A ce jour, elles ne concernent que la
famille IS770 (Siguier et al., 2014).

En 1985, I'élément IS1710 a été identifié chez Streptomyces coelicolor comme étant un élément
dérivé du bactériophage phiC31 porteur d’'un géne de résistance a la viomycine (Chater et al., 1985).
Cette famille 1S710 est trés répandue et est retrouvée chez environ 130 espéces de bactéries et
d’archées différentes (Ross et al., 2021). De plus, certains membres de cette famille sont spécifiques
d’'une espéce bactérienne comme 1S900 et 1S901, spécifiques de Mycobacterium paratuberculosis,
ou encore I'IS71711 de Coxiella burnetti et '|S6110 de Mycobacterium tuberculosis qui sont utilisés
comme marqueurs d’identification de ces souches (Hoover et al., 1992; Roychowdhury et al., 2015;
Rozental et al., 2012; Vary et al., 1990).

Les membres de cette famille ont une taille moyenne d’environ 1450 pb. La famille IS770 est

différente de la famille des transposases de type DDE car :

- Elle ne posséde pas de séquences IR,

- Elle ne génére généralement pas de duplication directement répétée lors de l'insertion.

Ces différences majeures permettent de constater que les transposases DEDD utilisent un
mécanisme de transposition différent de celui des transposases DDE. Cela explique que les

membres de la famille IS770 présentent généralement une seule orf codant la transposase DEDD.

La transposition des transposases DEDD implique des intermédiaires de jonctions de Holliday qui
doivent étre résolus en utilisant un mécanisme de type RuvC (Ariyoshi et al., 1994; Buchner et al.,
2005; Duckett et al., 1988). Ce type de recombinaison serait cohérent avec la relation étroite entre
les éléments de la famille 1IS7710 et les invertases Piv/IMooV qui, pendant l'inversion, résolvent les

structures de jonctions de Holliday (Tobiason et al., 1999).

Par ailleurs, il est connu que plusieurs membres de la famille IS770 produisent des intermédiaires
circulaires a double brin (Lauf et al., 1999; Perkins-Balding et al., 1999). La transposition conduit
souvent a des insertions de diméres d’IS en tandem, comportement qui pourrait indiquer un certain
type de mécanisme d'insertion par cercle roulant, tel que cela a été observé pour les éléments de la

famille IS91 (présenté dans le prochain chapitre IV sous partie 1).

Un fait intéressant est que les intermédiaires circulaires a double brin entrainent I'assemblage d'un
promoteur de jonction formé : d'un élément promoteur -35 a I'extrémité droite orienté vers I'extérieur
et d'un élément promoteur -10 a I'extrémité gauche orienté vers l'intérieur (Duval-Valentin et al.,
2001; Ton-Hoang et al., 1997). A l'origine, cette caractéristique a été identifiée dans les formes
circulaires d'lS492 pour la famille IS770 (Perkins-Balding et al., 1999).
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En dépit des points abordés, il reste de nombreuses inconnues dans la famille IS770 en ce qui

concerne leur mécanisme de transposition et leur spécificité d’insertion et de séquence.
11.2.2.3. Les transposases a sérine

Les transposases a sérine ne concernent que la famille des IS607, auparavant connues sous le nom
IS1535. En 1999, IS1535 fut le premier membre de cette famille a avoir été identifié chez
Mycobacterium tuberculosis (Gordon et al., 1999). Cette étude de Gordon et al. a permis d’identifier
différentes séquences d’insertion apparentées (1IS71535, 1IS1539 et 1IS1602). Ces éléments ont été
regroupés dans une nouvelle famille d'IS appelée famille IS1535. L’élément 1IS607 a été identifié
pour la premiére fois en 2000 dans une souche de Helicobacter pylori (Kersulyte et al., 2000). Et
depuis cette IS a été décrite dans environ 20 % des souches de H. pylori dans le monde. Des
membres de la famille IS607 ont également été isolés chez des cyanobactéries et des archées (J.
Filée et al., 2007; Kuno et al., 2010). De plus, des séquences apparentées ont été trouvées dans

des génomes eucaryotes et des virus (Jonathan Filée et al., 2007; Gilbert and Cordaux, 2013).

Il convient de souligner que les éléments de la famille IS607 ont une taille moyenne de 2000 pb et
portent deux cadres de lecture qui se chevauchent. La configuration entre les deux orfs(TnpA et
TnpB) est la suivante : le codon stop de I'orf en amont chevauche le codon de départ de I'orf en aval
(Ross et al., 2021). Ce chevauchement suggére que sur le plan de la transcription, I'expression du
géne en aval est couplée a celle du géne en amont (Huber et al., 2019; McCarthy and Gualerzi,
1990). Concernant I'élément 1IS607, il a été rapporté la présence de deux petites orfs en amont du

géne de la transposase tnpA (Kersulyte et al., 2004, 2000).

L’ensemble des membres de la famille IS607 présente aux extrémités plusieurs courtes séquences
directement répétées mais qui ne sont pas apparentées (Boocock and Rice, 2013; W. Chen et al.,
2018). De plus, ces régions peuvent contenir une séquence répétée imparfaite plus longue, proche
des extrémités, mais a des distances différentes. En outre, Il a été signalé qu’'un grand nombre de
membres de la famille IS607 porte un trinucléotide répété a chaque extrémité. Il a aussi été suggéré
que ces trinucléotides seraient impliqués dans le mécanisme de transposition (Boocock and Rice,
2013).

Chez Escherichia coli, il a été démontré que I''S607 s'insérait dans un dinucléotide °GG (Boocock
and Rice, 2013; W. Chen et al.,, 2018). Dans certains cas, l'insertion de I'élément génére des

répétitions cibles de 2 pb, a contrario dans d’autre cas aucune répétition cible n'a été observée.

Chez Helicobacter pylori, il a été constaté que I'élément IS609 s'insérait & son extrémité gauche a

coté d'un trinucléotide *TAT dans de nombreux sites chromosomiques (Kersulyte et al., 2004).

Concernant le mécanisme de transposition de cette famille, nous ne trouvons que peu de données

expérimentales disponibles. 1l est supposé que la famille 1IS607 utilise un mécanisme de
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transposition formant des intermédiaires circulaires fermés a double brin. Cela est notamment
démontré par la présence d'une jonction LE-RE (Left-End — Right-End) identifiée par PCR dans un
systeme de transposition chez Escherichia coli (Boocock and Rice, 2013). En outre, les deux
extrémités de I'lS seraient liées par le dinucléotide °GG dans I'intermédiaire circulaire pouvant étre
clivé par TnpA. La recombinaison entre le site de coupure dans la forme circulaire et un dinucléotide
cible permettrait I'insertion de I'élément dans la matrice receveuse (figure 22) (Boocock and Rice,
2013). Selon ce modéle, la recombinaison se déroule au sein d'un complexe tétramérique qui relie
’ADN donneur et receveur (Grindley et al., 2006). La sérine conservée attaquerait I'ADN sur une
liaison phosphodiester qui le clive, permettant la formation d’un intermédiaire covalent protéine-ADN
Sphosphosérine en déplagant le *OH. On suppose que par un mécanisme de pivotement & 180°, la
liaison protéine-ADN ®phosphosérine se retrouve face a un groupement *OH libre. La recombinaison
se produit alors par l'inversion chimique de la réaction de clivage, ¢’est-a-dire que les 3OH attaquent
les liaisons ®phosphosérines. Ainsi, la réaction de recombinaison est chimiquement réversible. Ce
modele se résume en 3 étapes importantes : le clivage, I'échange et la religation. Cette transposition

ne nécessite pas l'intervention de cofacteurs ou d’ions métalliques (Hickman and Dyda, 2015).

cutting dimer
b\

Jawip Buneyol

Figure 22 : Mécanisme des recombinases a sérine

Issue de Boocock and Rice, 2013
Pour la description, voir le texte.
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11.2.2.4. Les transposases a tyrosine

La plupart des transposons conjugatifs ou ICE sont mobilisés par des tyrosine transposases, dont il
est suggére qu'elles sont structurellement et mécaniquement liées aux tyrosines recombinases site-
spécifiques bien caractérisées comme Cre, ou l'intégrase du phage A (Grindley et al., 2006; Hickman
et al., 1997). Les transposases de la famille des transposons conjugatifs Th916 et du transposon
conjugatif CTnDOT sont les plus étudiées (Roberts and Mullany, 2009; Wood and Gardner, 2015).

C’est en 1981 que pour la premiére fois I'existence d'une résistance a un antibiotique, transférable,
codée par le chromosome, et non par un plasmide, a été supposée. Il a été montré que la résistance
a la tétracycline était conférée par un élément intégratif appelé transposon conjugatif et désigné
sous le nom de Th916 (Franke and Clewell, 1981). Il s'agissait du premier transposon conjugatif
porteur d'un géne de résistance aux antibiotiques. lls ont ainsi émis I'hnypothése que Th916 pourrait
expliquer la généralisation de la résistance a la tétracycline parmi les streptocoques. La plupart des
éléments de la famille Tn916 posséde le géne tef(M) conférant une résistance aux tétracyclines
(Flannagan et al., 1994; Roberts et al., 2006).

Les éléments CTnDOT sont responsables de la majorité des transferts de résistance aux
antibiotiques chez Bacteroides (G. Whittle et al., 2002). Cet élément est un transposon conjugatif de
65 kb qui porte des génes codant pour la résistance aux antibiotiques érythromycine (ermF) et
tétracycline (ftetQ). Il est intéressant de remarquer que la tétracycline stimule le transfert conjugatif
de CTnDOT (Gabrielle Whittle et al., 2002).

Ces transposases semblent avoir adapté un mécanisme de recombinaison spécifique de site,
passant par une jonction de Holliday, pour catalyser les étapes de la transposition. Les transposases
a tyrosine clivent 'ADN en utilisant un résidu tyrosine du site actif pour attaquer le phosphate scissile
et former une liaison covalente *phosphotyrosine. Cette polarité de clivage est opposée a celle des
trois autres types de transposases qui forment des liaisons covalentes ®phosphotyrosine. Par
analogie avec les recombinases a tyrosine, un complexe tétramérique s'assemblerait et dans lequel
chaque sous-unité cliverait I'un des quatre brins des sites de recombinaison (figure 23). Lors de
I'étape d'excision, la recombinaison entre les deux extrémités du transposon (attL et attR) entraine
la formation d'un intermédiaire circulaire libre dans lequel les extrémités sont accolées. Pour générer
cet intermédiaire, les transposases a tyrosine effectuent des coupes décalées aux extrémités du
transposon, dans lesquelles des paires de résidus tyrosine du site actif sont liées de maniére
séquentielle et covalente. L'intermédiaire circulaire est ensuite transféré dans la cellule réceptrice
par conjugaison. Une fois dans la cellule réceptrice, un nouvel événement de recombinaison a lieu,

c’est alors que l'intermédiaire est intégré au niveau d'un site attB.
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Figure 23 : Voies proposées d'excision et d'intégration par les transposases a tyrosine.

Issue de Hickman and Dyda, 2015
En haut, on voit un assemblage tétramérique réunissant I'extrémité gauche (orange) et I'extrémité droite (rouge) d'un

transposon circulaire excisé avec un ADN cible (vert). Pour la description, voir le texte.

Les transposons conjugatifs présentent un spectre de spécificité de ciblage dans leurs exigences
d'homologie entre la jonction attL/atiR et le site attB (Rajeev et al., 2009). Certains s'insérent
essentiellement au hasard, tandis qu’au contraire d’autres présentent une spécificité relativement
stricte reflétant la machinerie de recombinase spécifique de site. D’autres encore occupent une
position intermédiaire avec des exigences de séquence strictes, bien que généralement trés courtes,
pour I'endroit ou ils s'intégrent (Rajeev et al., 2009; Roberts and Mullany, 2009; Waters and Salyers,
2013).

Le transposon Th976 peut utiliser plusieurs sites cibles et il a été démontré que ceux-ci sont riches

en AT. Chez Butyrivibrio proteoclasticus B31620, la caractérisation de 123 sites d'insertion dans le
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génome a démontré la présence d’'une séquence consensus TTTTTTATATAAAAAA qui est utilisée

pour l'insertion du transposon Tn976 (Cookson et al., 2011).

CTnDOT est tres sélectif dans les sites d’insertion car il s'intégre uniquement dans quelques sites
cibles (Bedzyk et al., 1992; Cheng et al., 2000).

lll.3. Les IS bactériennes atypiques a motif HUH

Si les transposons « couper-coller » codant pour des transposases DD(E/D) sont les plus courants,
une deuxiéme classe d'éléments code pour des endonucléases HUH. Les endonucléases HUH
reconnaissent spécifiquement 'ADN simple brin (ADNsb/ss). Elles sont largement répandues dans

tous les domaines du vivant (Chandler et al., 2013).
I11.3.1. Caractéristiques structurelles et fonctionnelles

Les membres des familles appartenant aux IS bactériennes atypiques différent fondamentalement
des IS classiques par leur organisation et leur structure. En effet, contrairement aux IS classiques
qui portent des répétitions inversees a leurs extrémités, les IS atypiques présentent des structures
palindromiques subterminales avec des fonctions distinctes (Garcillan-Barcia et al., 2002; S. He et
al., 2015).

D’une part, ces IS atypiques s’insérent spécifiquement en 3’ de tétra- ou penta-nucléotides appelé
« site cible d’insertion ». De plus, I'insertion de ces IS n’entraine pas de duplication du site cible

d’insertion, contrairement aux IS classiques (Garcillan-Barcia et al., 2002; S. He et al., 2015).

D’autre part, la transposase des IS atypiques ne partage pas les mémes caractéristiques que celle
des IS classiques. Leurs caractéristiques spécifiques comprennent un motif HUH, un site catalytique
comprenant une ou deux tyrosines et parfois un doigt de zinc potentiel (Chandler et al., 2013). Ces
IS catalysent le clivage et la jonction de substrats d’ADN sous forme simple brin avec un mécanisme

de réplication par cercle roulant.
11l.3.2. Mécanismes biochimiques des transposases des IS atypiques

Le premier membre identifié de la superfamille HUH est la protéine A (gpA) du bactériophage ®X174
(Kornberg and Baker, 1992). Par la suite, de hombreuses protéines apparentées a gpA ont été
identifiées par analyse bio-informatique (llyina and Koonin, 1992; Koonin and llyina, 1993), comme
les protéines impliquées dans la réplication virale et plasmidique par réplication en cercle roulant
(CR), la transposition de I'ADN ou encore le transfert conjugatif de plasmides (Garcillan-Barcia et
al., 2002, 2009; Kapitonov and Jurka, 2001; Ronning et al., 2005; Toleman et al., 2006a; Ton-Hoang
et al., 2005). L’ensemble de ces protéines présente certains motifs protéiques conserves,

notamment le motif appelé « HUH ». Ce motif HUH est composé de deux résidus histidine (H) qui

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 68
Licence CC BY-NC-ND 3.0



sont séparés par un résidu hydrophobe volumineux (U). De plus, cette protéine présente un motif

nommé Y formant un site catalytique et contenant un ou deux résidus tyrosine.

Les motifs HUH et Y sont retrouvés dans les séquences d’insertion de la famille IS91/ISCR ou 1IS608

de Helicobacter pylori, membre de la famille 1IS200/1S605. Ces deux motifs sont aussi partagés par

les protéines Rep de certains plasmides et phages (pC194, pUB110, ¢X174...) (figure 24) (Chandler
et al., 2013; Garcillan-Barcia et al., 2002; S. He et al., 2015; Ross et al., 2021).

Rep

$X174 gpA Eeees HUH Y2 B 513

ARV Rep78* (HUH_ Y2 SF3 helicase [y 621

TYLCV Rep* (HUH Y1 S SF3 helicase| 350

pMV158 RepB* (HUH Y18 210

Mob relaxase

R388 Trw™ Y2 HUH | | SFihelicase [ 966
RSF1010 MaobA Y1  HUH | Ijrm' | 700
Transposase

IS608 TnpA* (HUH Y1) 157

1591 TnpaA B HUH Y2 ] 426

ISCR1 R T V1 [ s 13

HeliBat1 ! m {HUH_ Y2 | : 5F1 helicase  |1-1,500

Figure 24 : Organisation de certaines endonucléases de la superfamille HUH
Issue de Chandler et al., 2013

Nous trouvons deux grands groupes dans la super famille HUH :

Le groupe HUH Y1 comportant une seule tyrosine : composé d’un grand nombre de protéines
de virus eucaryotes (Rosario et al., 2012), des relaxases de plasmides conjugatifs (de la Cruz et
al., 2010; Guglielmini et al., 2011), des protéines Rep ou l'intermédiaire de réplication est un
simple brin (comme pour pUB110) (Gruss and Ehrlich, 1989), les transposases de la famille des
1IS200/1S605 (Ronning et al., 2005; Ton-Hoang et al., 2005), ainsi que les ISCR qui sont
apparentées a la famille IS91 (Toleman et al., 2006a).

Le groupe HUH Y2 comportant deux tyrosines : décrit chez certaines cyanobactéries, des
plasmides archéens, des parvovirus, le virus de I'hépatite C (Ross et al., 2021), et incluant la
gpA du bactériophage ®X174 et les protéines Rep des phages isométriques a ADN simple brin
et double brin (comme le phage P2) (Odegrip and Haggard-Ljungquist, 2001), certaines
relaxases de la famille MOBg (Chandler et al., 2013), les transposases de la famille 1IS97 et les

hélitrons (Garcillan-Barcia et al., 2002; Kapitonov and Jurka, 2001).

Les protéines HUH utilisent un mécanisme particulier et unique permettant la catalyse d’'une rupture

et la jonction de '’ADN simple brin (figure 25).
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Figure 25 : Mécanisme de réaction des protéines HUH

Issue de Chandler et al., 2013

Le domaine HUH associé au ligand de Iion métallique divalent (M?*), coupe I'’ADNss pour former un intermédiaire covalent
et libérer le groupe partant clivé. Pour plus de description voire le texte.

La ou les tyrosine(s) active(s) du site catalytique donne(nt) lieu a la formation d’un intermédiaire
®phosphotyrosine et d’'un *OH au niveau du site de clivage. Bien que le *OH libre pourrait étre utilisé
dans différentes fonctions, la fonction la plus probable serait d’amorcer la réplication comme cela
est observé pour les protéines HUH : les relaxases conjugatives, les plasmides a réplication CR et
les protéines Rep de phages simple brin. Par ailleurs, ce *OH pourrait avoir une fonction de
nucléophile pour le transfert de brin, ce qui permettrait lors de la fin de la réplication CR de résoudre

l'intermédiaire phosphotyrosine pour la transposition ou le transfert conjugatif.

De plus I'enzyme HUH présente une polarité de clivage inverse a celle des recombinases a tyrosine.
Ceci lui permet de produire des intermédiaires *phosphotyrosine générant des groupes *OH libres
(Grindley et al., 2006). Contrairement au *OH, le °OH ne peut pas étre utilisé comme amorce de
réplication. Par ailleurs, I'activité de 'enzyme HUH nécessite un ion métallique divalent qui permet
de faciliter le clivage en localisant et en polarisant la liaison phosphodiester scissile, contrairement
aux recombinases a tyrosine indépendantes qui ne nécessitent pas de cofacteurs (Ross et al.,
2021). Il est supposé que Mg?* ou Mn?* sont les cofacteurs divalents physiologiques, bien que, dans
des conditions in vitro, d'autres ions métalliques divalents peuvent étre utilisés (Boer et al., 2009,
2006; Datta et al., 2003; Edwards et al., 2013; Larkin et al., 2005). Les histidines du motif HUH
permettent de fournir deux des trois ligands qui sont nécessaires a la coordination des ions
métalliques (Ross et al., 2021). Néanmoins, dans la superfamille HUH, le troisieme ligand est
variable mais il reste de nature polaire, a savoir : un glutamate, une asparagine, une histidine ou

une glutamine (Ross et al., 2021).

Au sein de la superfamille HUH, I'ordre entre les motifs HUH et Y varie. En effet, chez les protéines
du groupe Rep et les IS, le motif Y est situé en aval du motif HUH ; dans le groupe des relaxases, il

est en amont (Ross et al., 2021). Cette permutation entre les deux motifs modifie la topologie du
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domaine (Dyda and Hickman, 2003; Guasch et al., 2003; Koonin and llyina, 1993). Malgré ces
changements, dans toute la superfamille HUH, la conformation tridimensionnelle des résidus du site

actif est quasiment identique.

En plus des domaines HUH et Y, d'autres domaines conservés sont souvent présents et ont, la
plupart du temps, une fonction inconnue. Parmi ces domaines conservés, certains domaines codent
pour une hélicase ATP-dépendante, un motif de liaison au zinc ou une primase (Bruand and Ehrlich,
2000; Chang et al., 2002; Clérot and Bernardi, 2006; Kapitonov and Jurka, 2001; Odegrip et al.,
2000). A titre d'illustration, I'activité du domaine hélicase ADN est localisée en C-terminal et peut
générer des substrats d’ADN simple brin qui sont nécessaires aux enzymes HUH (Brister and
Muzyczka, 1999; Clérot and Bernardi, 2006; Kapitonov and Jurka, 2001). Cependant, cette tache
peut étre effectuée par le recrutement d'une hélicase héte (Bruand and Ehrlich, 2000; Chang et al.,
2002; Odegrip et al., 2000). L’action de l'activité de 3’ vers 5’ de I'hélicase facilite le déroulement de

I’ADN a la fourche de réplication du brin matrice qui est nécessaire au processus de réplication CR.

Un autre réle des nucléases HUH est de reconnaitre, puis de se lier, a des structures tige-boucles
présentant des sites de clivage qui peuvent étre situés soit dans la structure méme, soit a coté de
celle-ci. L'importance de ces structures en tige-boucle a été démontrée dans de nombreux systémes
comme la réplication des plasmides, la conjugaison, les virus et la transposition (Boer et al., 2006;
Brister and Muzyczka, 2000; Messing et al., 2012; Orozco and Hanley-Bowdoin, 1996; Ronning et
al., 2005; Ton-Hoang et al., 2012, 2005). La formation de tiges boucles in vivo peut avoir lieu dans

de nombreuses conditions physiologiques (Bikard et al., 2010).

Des analyses structurales ont démontré que les structures tige-boucle ont la possibilité d’étre
reconnues de différentes maniéres (Edwards et al., 2013; Guasch et al., 2003; Hickman et al.,
2010b, 2004; Ronning et al., 2005) :

- Soit la séquence nucléotidique de la tige d’ADN double brin est reconnue pour sa séquence,
- Soit elle est reconnue pour les irrégularités de la structure de la tige,

- Soit la séquence nucléotidique de la tige boucle est reconnue de maniére spécifique.

Dans plusieurs cas, 'ADN adjacent a la tige-boucle sous forme simple brin était important pour la
reconnaissance de cette tige. En effet, il a été rapporté que les relaxases établissent un contact avec
les bases situées sur le site de clivage et la structure tige-boucle (Edwards et al., 2013; Guasch et
al., 2003; Larkin et al., 2003). Par ailleurs, les protéines TnpArep, apparentées aux transposases
1IS200/1S605, ont démontré une importance cruciale des nucléotides du cété ' de la tige-boucle pour
la reconnaissance et la liaison spécifique de la séquence (Messing et al., 2012). Cependant, d'autres
membres comme les virus adéno-associé (AAV) ou la protéine RepB du plasmide ont un mode de
liaison plus complexe en raison de leur reconnaissance de deux régions distinctes (Hickman et al.,
2004; Ruiz-Mas6 et al., 2007)
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111.3.3. Les IS a transposase HUH
111.3.3.1. La famille 1S200/1S605

Les transposases de la famille 1S200/IS605 comportent uniguement le domaine HUH et une seule
tyrosine catalytique (Y1). En 1983, 1S200 a été le premier membre de cette famille a étre identifié
chez Salmonella Typhimurium insérée dans l'opéron histidine (Edwards et al., 2013). Par la suite,
en 1998, I'élément 1S605 a été identifié chez Helicobacter pylori (Guasch et al., 2003). Certains
éléments de la famille IS200 ont été identifiés a la fois chez les bactéries et chez les archées,

suggérant un transfert horizontal de génes entre les bactéries et les archées (J. Filée et al., 2007).

La famille 1IS200/IS605 est largement distribuée, décrite chez 45 genres bactériens différents et elle

compte 153 membres distincts. Cette famille a été divisée en trois sous-groupes (figure 26) :

- Sous-groupe 1S200 qui contient seulement le géne tnpA codant la transposase,
- Sous-groupe IS605 qui contient tnpA et le géne tnpB qui code une endonucléase guide),

- Sous-groupe IS1341 qui ne contient que le géne tnpB.

1S200 group i 1S200, ISW1
LE itnpA tnpB RE
i -I [E— I— IS608, 1SDra2
LE tnpA tnpB RE
IS605 group jii. —i — I— ISCpe?2, ISEfa4
LE tnpA tnpB RE
iv. -—l —— l— IS605, 1S606
LE tnpB RE

IS1341 group V. __lEl_ 1S1341, 19891

Figure 26 : Organisation génétique des membres de la famille IS200/1S605

Issue de S. He et al., 2015

Les extrémités gauche (LE) et droite (RE) portant le palindrome subterminal sont représentées par des cases rouges et
bleus, respectivement. Les sites de clivage gauche et droit sont représentés par des cases noires et bleues
respectivement. Les positions de clivage sont indiquées par de petites fleches verticales. Fleches grises : les genes codant
tnpA et tnpB ; (i) groupe 1S200 avec tnpA seul, (i) a (iv) groupe IS605 avec tnpA et tnpB dans différentes configurations
et (v) groupe 1S1341 avec tnpB seul.
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111.3.3.1.1. Le sous-groupe 1S200

Les membres du sous-groupe 1S200 sont distribués chez les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif, ainsi que des archées (Beuzdn et al., 2004). Ces membres font partie des plus petites IS
autonomes avec une taille comprise entre 600 et 700 pb. Malgré son abondance au sein des
génomes du genre Salmonella, 'élément 1S200 ne contribue que trés faiblement a des mutations ;

seulement quelques insertions ont été documentées (Beuzon et al., 2004).

Ceci peut étre expliqué par le fait que le géne thpAiszoo est exprimé a partir d'un promoteur Py faible
qui est localisé dans I'extrémité gauche de I'lS, appelée Left-End (LE) . Les extimités LE ou RE
(Right End) forment des palindromes (Lam and Roth, 1983). Ces deux extrémités sont les sites de
liaison de la transposase. Par ailleurs, I'extrémité LE comporte un palindrome subterminal
supplémentaire par rapport a I'extrémité RE. Ces deux palindromes subterminaux dans I'extrémité
LE jouent un réle spécifique dans la régulation de I'expression du géne thpAisz00 (Beuzdn et al.,
1999). En effet, il a été démontré que le palindrome se situant le plus a I'extérieur chevauche le
promoteur P. de tnpAis2oo, €t agirait comme un terminateur de transcription bidirectionnelle en amont
du géne. Cela a pour conséquence d’arréter jusqu'a 80 % des transcrits. Le second palindrome
réprimerait la traduction de I'ARNm en séquestrant le site de liaison au ribosome (RBS). Par ailleurs,
il a été mis en évidence la présence d'un petit ARN anti-sens dans la région RE. Celui-ci a été
identifie comme substrat de la protéine Hfq impliquée dans la régulation post-transcriptionnelle
(Sittka et al., 2008). Hfq se lie directement a la partie 5' du transcrit tnpAis200 bloquant alors I'accés
au RBS (Ellis et al., 2015a).

111.3.3.1.2. Le sous-groupe 1S605

Contrairement au sous-groupe 1S200, les éléments du sous-groupe 1S605 sont plus longs et ont une
taille moyenne de 1700 kpb. Cela s’explique par la présence du géne tnpB en sus du géne tnpA.
Les génes tnhpA et tnpB peuvent présenter des configurations différentes selon les éléments de la

famille :

- Soit les génes sont divergents,
- Soit les génes sont orientés dans la méme direction, avec tnpA en amont de tnpB,

- Soit les deux génes se chevauchent.

Les éléments IS605, IS606 et IS608 ont été identifiés dans de nombreuses souches de Helicobacter
pylori (Kersulyte et al., 2002, 1998).

Les deux membres les mieux caractérisés de cette famille sont 1IS608 et 1ISDra2 de Deinococcus

radiodurans. Ces derniers possédent des génes tnpA et tnpB qui se chevauchent.
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111.3.3.1.3. Le sous-groupe 1S1341

Contrairement aux deux autres sous-groupes, ce groupe présente uniquement le géne tnpB. Trois
copies de I'élément IS7341 ont été identifiées dans la souche Thermophilic bacterium PS3 (Murai et
al.,, 1995). L’élément 1S891 a été identifié dans une souche de cyanobactérie filamenteuse, en

plusieurs copies sur le chromosome (Bancroft and Wolk, 1989).

Malgré rlidentification de plusieurs éléments de ce sous-groupe, il n’existe aucune preuve

expérimentale nous permettant d’affirmer si ces éléments sont ou pas actifs pour la transposition.
111.3.3.1.4. Les transposases de la famille 1IS200/1S605

Les transposases de la famille 1IS200/1S605 ne comportent qu’un seul résidu tyrosine au niveau du
site catalytique. En outre, I'élément IS608 utilise son résidu tyrosine Y127 pour réaliser une attaque

nucléophile de la liaison phosphodiester aux sites de clivage.

Il faut rappeler que les transposases des éléments IS608, ISDra2 et ISC1474 ont été cristallisées
(Barabas et al., 2008; Hickman et al., 2010b; Lee et al., 2006). Contrairement aux endonucléases
HUH Y2 caractérisés qui agissent en monomérique, les endonucléases HUH Y1 forment des
diméres obligatoires avec deux sites actifs (figure 27). En outre, la dimérisation entre deux
monomeéres s’effectue en fusionnant leurs feuillets B en un grand feuillet B central, ce dernier est
ainsi pris en sandwich entre des hélices a (Ross et al., 2021). La configuration en trans est
composée du motif HUH fourni par un monomére et du résidu tyrosine fourni par I'autre. A contrario,
la configuration en cis est composée du motif HUH et du résidu tyrosine d’'un méme monomere. I
est supposé que la conformation en trans est active pendant le clivage, au cours duquel la tyrosine
agit comme nucléophile, alors que la conformation en cis est supposée fonctionner pendant le
transfert de brin, au cours duquel le *OH est le nucléophile attaquant. Cependant, bien que des
résultats expérimentaux soutiennent I'existence de la configuration en cis, seule la configuration en

trans a été cristallisée (He et al., 2013; Hickman et al., 2010b; Ronning et al., 2005).
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Figure 27 : Structure cristallographique de la transposase TnpAissos en interaction avec I'extrémité RE

Issue de Ross et al., 2021

A gauche, la structure cristallographique de la TnpAiseos Seule formant un dimére. Les deux monomeres sont colorés en
vert et en orange, respectivement. Les positions de I'hélice aD et des résidus catalytiques sont indiquées. A droite, la
structure de la TnpAiseos qui interagit avec l'extrémité RE représenté en bleu. Le T17 extra-hélique et le T situé dans la
boucle en épingle a cheveux sont indiqués en rouge.

De plus, la comparaison des structures cristallisées des différents complexes protéine-ADN a
démontré que la transposase pouvait étre dans des états de configuration active (le résidu tyrosine
est proche du motif HUH) et inactive (le résidu tyrosine est éloigné du motif HUH) (Barabas et al.,
2008; Lee et al., 2006; Ronning et al., 2005; Ross et al., 2021).

Le géne tnpA codant la transposase réalise les étapes de clivage et de jonction. Le produit TnpB est
codée uniquement par les sous-groupes 1S7341 et 1S605 et n'est pas nécessaire pour la
transposition de I'lS608 ou de I''SDra2 chez Escherichia coli et Deinococcus radiodurans,
respectivement (Pasternak et al., 2010; Ton-Hoang et al., 2005). De plus, des membres de la famille
1IS200/1S605 portent des génes tnpB qui ont subi ou subissent une altération de ce géne, cela

suppose que TnpB ne joue pas un role essentiel (Pasternak et al., 2013).
111.3.3.1.5. Réle des extrémités RE et LE

Il a été mis en évidence que les extrémités 1S608 et ISDra2 portent des palindromes subterminaux
imparfaits formant des irrégularités. Ces irrégularités aident la transposase TnpA a distinguer les
brins « supérieurs » et « inférieurs » (Hickman et al., 2010b; Ronning et al., 2005). De plus, la
structure cristallographique de TnpAissos @ démontré que celle-ci se liait spécifiquement aux bases
T10 dans la tige-boucle et T17 dans I'extrémité RE (He et al., 2011; Ronning et al., 2005). Des

résultats similaires ont été obtenus avec la transposase TnpAispra2 (Hickman et al., 2010b).

Les sites de clivage de I''S608 conduisent a une insertion de I'lS dans une orientation spécifique
avec son extrémité gauche 3' au tétranucléotide *TTAC. A contrario, TnpAispra2reconnait et s'insére
en 3' d'un pentanucléotide *TTGAT combinant des interactions ADN-ADN et protéine-ADN
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(Hickman et al., 2010b). En effet, les quatre premiers nucléotides sont impliqués dans les

interactions ADN-ADN et le cinquiéme nucléotide dans les interactions ADN-protéine (TnpAispraz).
111.3.3.1.6. Modéle de transposition de la famille 1IS200/1S605

IS608 et ISDra2 sont trés bien décrits d’un point de vue biochimique. Ces connaissances ont été
acquises a l'aide d’'un systéme in vitro pour I'élément 1S608. Un tel systéme nécessite une
transposase purifiée, des substrats d'ADN IS608 simple brin qui seront reconnus par la transposase
et des ions métalliques divalents, tels que Mg ou Mn?* (Barabas et al., 2008; Guynet et al., 2008;
Ton-Hoang et al., 2005). Des expériences similaires ont été réalisées avec ISDra2 (Hickman et al.,
2010b; Pasternak et al., 2010; Ton-Hoang et al., 2010). Il a été montré que seul les substrats
d'ADNSss du brin « supérieur » sont reconnus alors que ceux du brin « inférieur » sont réfractaires
(Guynet et al., 2008; Ton-Hoang et al., 2005).

Le clivage par la transposase TnpA du brin supérieur au niveau des sites de clivage gauche et droit
LE et RE conduit a une excision sous la forme d'un intermédiaire circulaire d'ADNss (figure 28). Le
clivage aux extrémités permet donc une liaison covalente *phosphotyrosine avec I'lS et produit un
groupement *OH libre de I'ADN donneur & I'extrémité LE. A contrario, le clivage du coté RE libére
un groupement ®phosphotyrosine au niveau de 'ADN donneur et un groupement *OH libre a
I'extrémité RE de I'lS. Ainsi, le groupement *OH libre de I'extrémité RE agit comme nucléophile pour
attaquer la liaison °phosphotyrosine de I'extrémité LE. Cette attaque nucléophile permet de refermer
I'lS, ce qui permet in fine la formation d’'un intermédiaire circulaire ADNss. Dans cet intermédiaire,
les deux extrémités (gauche et droite) sont accolées et forment donc une jointure du transposon. I
est important de noter que l'excision de I'lS est accompagnée de la formation d'une jonction

donneuse conservant la séquence cible sur le brin d’ADN donneur.
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Figure 28 : Modele de transposition de I'élément IS608

Adaptée de S. He et al., 2015
En haut est présentée I'organisation de IS608 ou les extrémités gauche (LE) et droite (RE) avec un palindrome subterminal
sont en rouge et en bleu, les sites de clivage gauche (Ts /C.) et droite (Cr) sont représentés par des boites noires et
bleues, respectivement.
a) Les structures du brin supérieur sont reconnues et clivées par la TnpA (fleches verticales).
b) Lors du clivage, une liaison 5' phosphotyrosine (vert) est formée avec LE, et avec le flanc 3' de RE et un 3"-OH (cercle
jaune) est formé au niveau du flanc gauche et de RE. L’excision du cercle simple brin avec LE et RE accolés est
accompagnée de la formation d'une jonction donneuse conservant la séquence cible.
¢) Le cercle simple brin avec la jonction de transposon et ADN cible (noir) avec le site cible. La transposase catalyse le
clivage de la jonction du transposon et de la cible simple brin pour l'intégration de I'élément.

Pour I'intégration de 'intermédiaire circulaire, celui-ci est clivé au niveau de la jonction entre les deux
extrémités RE/LE. La TnpA catalyse le clivage de la jonction de I'lS et de la cible simple brin. Enfin,
I'élément est intégré dans une séquence cible spécifique (°CATT (1S608)). Il s'insére a I'extrémité
gauche 3' du site cible. Il convient de préciser que cette spécificité de la cible est une autre

caractéristique inhabituelle de la transposition IS200/IS605.
11.3.3.1.7. Lien entre transposition et fourche de réplication

Il existe un lien étroit entre la transposition et la fourche de réplication. Cela se traduit par une
préférence pour une cible d'ADNss sur la matrice du brin retardé. En effet, il a été démontré que la
transposition des éléments 1IS903, IS10, IS50 était modulée par la fourche de réplication (Dodson
and Berg, 1989; Hu and Derbyshire, 1998; Roberts et al., 1985). D’une part, il a été montré que
I'excision de I'lS608 est sensible au sens de réplication de I'élément. En effet, elle est plus fréquente
lorsque le brin actif se trouve sur le brin retardé (figure 29) (Ton-Hoang et al., 2010). La longueur de
I'ADNSss du brin retardé dépend de la synthése des fragments d'Okazaki par la primase DnaG (Wu

et al.,, 1992; Zechner et al., 1992). L'inactivation transitoire de I'activité de la DnaG augmente la
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longueur moyenne de I'ADNss entre les fragments d'Okazaki, permettant ainsi d’augmenter la
fréquence d'excision de I'lS608. De plus, les fourches de réplication bloquées semblent étre des

cibles préférentielles pour l'insertion de I''S608 (Ton-Hoang et al., 2010).
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Figure 29 : Orientation de l'insertion et I'excision de 1IS608 par rapport a la direction de la fourche de
réplication

Adaptée de Ross et al., 2021
a) Disposition du brin actif IS608 (en haut) par rapport a la direction de la fourche de réplication. Les fragments d'Okazaki
sur le brin retardé sont indiqués par de courtes lignes. Le sens de la synthése de I'ADN est indiqué par des demi-fleches.
b) Excision de l'intermédiaire circulaire simple brin a partir de la matrice de brin retardé d'un plasmide donneur. La pointe
de la fleche indique la direction de la réplication.
¢) Intégration de I'extrémité droite (RE) puis de I'extrémité gauche (LE) dans la cible simple brin a la fourche de réplication.

111.3.3.2. Les familles IS91/ISCR

Les transposases de la famille IS97 ont été les premiéres a étre identifiees avec un domaine HUH
Y2 (Garcillan-Barcia et al., 2002). Elles comprennent aussi un motif N-terminal de liaison au zinc,
ainsi que des domaines supplémentaires dont la fonction n'a pas encore été identifiée.

Un groupe d'éléments apparentés, les ISCRs, souvent associés a divers génes de résistance aux
antibiotiques, portent une orf (nommée CR ou région commune) ressemblant aux transposases de
la famille IS97 mais possédant une seule tyrosine (Toleman et al., 2006a).

Les éléments des familles IS91/ISCR seront abordés et détaillés lors du chapitre IV.
lIl.4. Eléments transposables eucaryotes

Il existe des similarités évidentes entre les éléments transposables procaryotes et eucaryotes, telles
que (Hickman et al., 2010a; Hickman and Dyda, 2015; Montafio and Rice, 2011) :

- La biochimie de base de la transposition est identique.
- lls ont pour certains des organisations et une taille similaire

- La plupart n’est pas porteur de génes « passagers ».
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Néanmoins, la différence principale entre les éléments transposables procaryotes et eucaryotes
réside dans la régulation de I'expression et de I'activité de la transposase (Nagy and Chandler,
2004). De plus, la contrainte majeure des éléments transposables eucaryotes est imposée par le
noyau qui sépare physiquement le processus de transposition de celui de I'expression de la
transposase. A contrario, 'absence de noyau chez les éléments transposables procaryotes permet

que la transcription et la traduction soient couplées.

Il est supposé que la plupart des grandes familles d’éléments transposables soit apparue avant ou
peu de temps aprés I'émergence des eucaryotes. En effet, ces éléments sont dans la majorité des

cas présents dans les génomes de plusieurs supergroupes eucaryotes (Wells and Feschotte, 2020).

La disponibilité croissante de génomes entiers et assemblés conduit a la découverte de nouveaux
groupes d'éléments transposables eucaryotes, dont trois grands groupes et un nouveau groupe

émergent ont été décrits :

- Les hélitrons (Kapitonov and Jurka, 2001),

- Les Cryptons codant pour une recombinase de type tyrosine (Goodwin et al., 2003),

- Les Polintons/Mavericks autosynthétisés (Kapitonov and Jurka, 2006; Pritham et al., 2007),
- Les Réplitrons (Craig, 2023).

111.4.1. Les Hélitrons avec des transposases HUH Y2

Les hélitrons constituent le premier groupe d’éléments transposables eucaryotes a avoir été
découverts par analyse computationnelle de séquences de génomes entiers (Kapitonov and Jurka,
2001). Les hélitrons nommeés Aie, AthE1, Atrep et Basho ont été décrits pour la premiére fois a partir
du génome de Arabidopsis thaliana (Doutriaux et al., 1998; Kapitonov and Jurka, 1999). Des
hélithrons ont été trouvés dans au moins une espéce de tous les principaux groupes d'eucaryotes,
a I'exception des Rhizaria qui se composent d'organismes unicellulaires ressemblant a des amibes
(Brown et al., 2012; Kapitonov and Jurka, 2007). Ces éléments s’observent y compris chez les
plantes et le ver Caenorhabditis elegans, ainsi que certains mammiféres tels que les chauves-souris
(Kapitonov and Jurka, 2007, 2001). Les études génomiques ont révélé que l'activité des hélitrons
pouvait contribuer a une fraction significative d’environ 2 % des génomes de plantes et d'invertébrés

dans lesquels ils ont été découverts (Kapitonov and Jurka, 2001).

Les transposases « RepHel » des hélitrons comportent un domaine HUH Y2 fusionné a une hélicase
de la superfamille 1B et elles présentent souvent des domaines accessoires (Thomas and Pritham,
2015). En effet, ces transposases sont proches des séquences d'insertion procaryotes, des
éléments de la famille IS97 qui présentent un domaine HUH Y2 ou encore des éléments de la famille

ISCR qui présentent un domaine HUH Y1.
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Cependant, aucun élément hélitron n’a été démontré comme actif pour la mobilité. C’est pourquoi,
sur la base d’'une séquence consensus, une copie fonctionnelle a été reconstituée et appelée
Helraiser (figure 30) (Grabundzija et al., 2016). Cette transposase présente un domaine N-terminal
large, un motif HUH, deux résidus tyrosines formant le site catalytique et en C-terminal, un domaine
helicase. La séquence codante de la transposase est délimitée par des séquences terminales
gauche et droite (LTS et RTS) se terminant par des sites *TC/CTAG? caractéristiques de la famille
Helibat1 des hélitrons (Pritham and Feschotte, 2007). Par ailleurs, I'extrémité RTS présente un
palindrome subterminal de 19 pb localisé en amont du site de clivage (Grabundzija et al., 2016).
Précisons qu’il a été démontré que Helraiser était capable de former des intermédiaires circulaires
fermés comme pour les éléments 1IS97 (del Pilar Garcillan-Barcia et al., 2001). Ces intermédiaires
présentaient tous une jonction covalente du dinucléotide °*TC de I'extrémité LTS et du tétranucléotide
CTAG?® de I'extrémité RTS. Par ailleurs, il a été démontré que cet intermédiaire était inséré dans le

dinucléotide ®AT, ce qui est une caractéristique des hélitrons.
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LTS Helraiser ransposase RTS
[ Mterm | HUH Y2 Helicase |
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Figure 30 : Caractéristiques du transposon Helraiser

Issue de Grabundzija et al., 2016

Les séquences terminales LTS et RTS sont en majuscules, et les séquences flanquantes du site cible de I'hbte sont en
minuscules. Les rectangles blancs, jaunes et verts représentent respectivement les domaines N-terminal, endonucléase
et hélicase de la transposase Helraiser. Les motifs d'acides aminés conservés sont indiqués ci-dessous. Les positions des
résidus utilisés pour la mutagenese sont indiquées en rouge.

111.4.2. Les réplitrons avec des transposases HUH Y1

C’est en 2023 que les réplitrons ont été décrits pour la premiére fois. lls forment un groupe important
de transposases eucaryotes et ils codent une endonucléase HUH Y1. Les réplitrons sont présents
dans les génomes d'algues vertes et de plantes, de diverses stramenopiles, y compris les algues
brunes. Cette présence suggére une origine ancienne et une large distribution eucaryote (Craig,
2023).
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Le Replitron-1 de l'algue verte unicellulaire Chlamydomonas reinhardtii présente une spécificité de
site cible, ainsi qu’'une augmentation du nombre de copies lors de la transposition. |l convient de
souligner qu’il présente tout de méme des signatures d'insertion inhabituelles qui pourraient étre non

canoniques pour les réplitrons en général (Craig, 2023).

Les trois motifs des endonucléases HUH sont clairement définis par leurs résidus hautement
conservés chez les réplitrons (figure 31) avec des caractéristiques propres indiquant que les
réplitrons sont éloignés de la plupart des groupes de transposase eucaryotes et procaryotes déja

décrits mais plutét proches des CRESS-DNA virus.
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Figure 31 : Les endonucléases HUH et les réplitrons

Issue de Craig, 2023
a) Les domaines HUH Y sont représentés par une boite bleue. Les domaines hélicases fusionnés sont représentés par
des boites vermillon, les domaines d'oligomérisation par des boites orange, et les domaines putatifs de type doigt de zinc
par des boites jaunes.
b) Logos de séquences pour les motifs conservés de certaines endonucléases HUH.
¢) Structure tertiaire prédite par AlphaFold2 du domaine Rep et du deuxiéme domaine de la transposase Replitron-1. Les
motifs I, Il et Il sont surlignés en violet.

Il a été montré que les hélitrons s'insérent dans une orientation de 5’ vers 3’ entre les dinucléotides
hoétes AT ou TT, tandis que les éléments procaryotes 1S917 s'insérent dans une orientation de 5' vers
un site cible tétranucléotidique (Garcillan-Barcia et al., 2002; Thomas and Pritham, 2015). Les
réplitrons suivent probablement un schéma similaire, potentiellement avec une insertion 3’ vers un

dinucléotide cible, bien que cela ne soit pas encore confirmé (Craig, 2023).

Ainsi, les propriétés structurelles et mécanistiques des réplitrons démontrent des variations sur des
thémes communs présents parmi les endonucléases HUH. Une caractéristique remarquable des
réplitrons est leurs courtes répétitions terminales directes, non observées chez d’autres
endonucléases HUH (Craig, 2023). Ces points de rupture coincident spécifiquement avec les
extrémités droites du réplitron et il est supposé que la transposition ait pu provoquer des ruptures

double brin, contrairement a l'activité attendue d'une endonucléase HUH qui effectue des ruptures
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simple brin. L’explication envisagée serait la présence de génes Fanzor, exprimés chez
Chlamydomonas reinhardtii, comme cela a été démontré chez les hélitrons (Bao and Jurka, 2013).
En effet, les Fanzors sont des homologues eucaryotes des protéines TnpB codées par certains
éléments procaryotes de la famille 1S200/1S605 et qui ne sont pas essentiels a la transposition
(Pasternak et al., 2013). Il a été démontré que les protéines TnpB sont des endonucléases guidées
par I'ARN et elles clivent I'ADN (Altae-Tran et al., 2021; Karvelis et al., 2021). Il a été suggéré qu'il
s’agit probablement des ancétres évolutifs des protéines Cas12 des systéemes CRISPR-Cas de
classe 2. C’est pourquoi, les Fanzors pourraient avoir une activité de clivage de I'ADN, ce qui
suggeére qu'ils peuvent fonctionner comme des helpper facilitant la transposition (Kojima, 2020). |l
est possible que les Fanzors de Chlamydomonas reinhardtii contribuent a la transposition par un
mécanisme encore inconnu et par lequel les deux brins sont clivés par l'action combinée de
I'endonucléase HUH et des Fanzors. Cela produirait des duplications non canoniques sur le site

cible lors de l'intégration.
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Chapitre IV. Les séquences d’insertions bactériennes atypiques de la famille
IS91/ISCR

Actuellement, 1S91 est le prototype de la famille IS97 et d’'une famille apparentée, les ISCR, ces
deux familles sont adjacentes a des déterminants de virulence et a des génes de résistance aux
antibiotiques (Burland et al., 1998; Garcillan-Barcia and de la Cruz, 2002; Schlor et al., 2000;
Toleman et al., 2006a).

IV.1. Les éléments de la famille IS91

IV.1.1. Généralités

L’élément IS91, paradigme de la famille IS91 et des éléments ISCR apparentés, fut identifié en 1984
(Garcillan-Barcia et al., 2002; Zabala et al., 1982)

Par la suite, IS91 a été caractérisé comme une séquence d’insertion ayant la capacité de transposer
dans une variété d’autres plasmides comme pACYC184, R388 et pBR322 (Zabala et al., 1982).
Dans la majorité des cas, 1S91 était présente en une copie unique, tandis que dans une petite
minorité de cas, elle se présente sous la forme de co-intégrations apparentes (Diaz-Aroca et al.,
1984). En effet, I'élément IS91 s’est révélé étre une IS fonctionnelle qui transpose a des fréquences
relativement élevées dans différents plasmides. De plus, plusieurs IS apparentées a I'élément IS971
ont été identifiées et deux d'entre elles sont actives dans la transposition : les éléments 1S8071 et
1IS1294 provenant d'un plasmide de Escherichia coli multi-résistant aux antibiotiques et d'un
plasmide de Pseudomonas syringae, respectivement (Romantschuk et al., 1991; Tavakoli et al.,
2000).

Une étude des bases de données en utilisant la séquences de la transposase de IS97 a démontré
la présence de transposases trés similaires dans plusieurs genres bactériens (Bergeyella,
Fusobacterium, Rhizobium, Shewanella, Pseudomonas, Klebsiella, Shigella et Escherichia)
(Garcillan-Barcia et al., 2002). De plus, des eéléments apparentés ont été détectés chez

Mesorhizobium, Pseudomonas, Vibrio et Salmonella.

L’élément 1IS91 a été initialement caractérisé dans des plasmides codant pour I'a-hémolysine (Hly)
chez Escherichia coli (Zabala et al., 1982). Ainsi, IS91 est généralement associé a divers ilots de
pathogénicité plasmidique et chromosomique qui hébergent I'opéron a-hémolysine (Garcillan-Barcia
et al., 2002; Garcillan-Barcia and de la Cruz, 2002; Hacker et al., 1983). De plus, il a été suggéré
que cet élément était impliqué dans la dissémination d’autres déterminants de pathogénicité (Knapp
et al., 1984). En effet, des éléments de la famille IS97 ont été localisés a c6té de plusieurs autres
déterminants de virulence dans des souches entéropathogénes, entérohémolytiques et

entérotoxigénes d’Escherichia coli (Burland et al., 1998; Wolf et al., 1997).
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Il a aussi été démontré que les éléments 1IS97-like ont été fréquemment observés a proximité de
génes de dégradation des xénobiotiques et qu'’ils sont impliqués dans leur mobilité (Garcillan-Barcia
and de la Cruz, 2002). En effet, il a été suggéré que les éléments de la famille IS91 pourraient étre
des points chauds pour l'insertion d'autres éléments transposables. L'analyse de la majorité des
isoformes de la famille IS97 met en évidence que les éléments IS97-like n'apparaissent pas comme
des séquences d'insertion classiques, a savoir comme des répétitions directes flanquant des cadres
de lecture ouverts adjacents et formant des transposons composites (Garcillan-Barcia and de la
Cruz, 2002; Mahillon and Chandler, 1998).

IV.1.2. Organisation génétique

Les IS atypiques ne possédent pas de séquences inversées répétées aux extrémités contrairement
aux IS classiques, mais possédent des séquences spécifiques appelées structures palindromiques
subterminales appelées IRcL et IRcr qui ne possédent pas la méme propriété fonctionnelle
(Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021).

IV.1.2.1. L’extrémité orilS

L’'orilSes ou ori91est constituée d’'une séquence terminale conservée de 23 nucléotides, riche en A-
T avec une répétition inversée de 9 pb et d’'une seconde répétition inversée, plus longue et riche en
A-T appelée IR7. La structure palindromique subterminale du cété orilS rappelle sans nul doute les
origines de réplication des phages (¢pX174) et des plasmides (pC194) (figure 33). Cette structure est
aussi retrouvée chez certains éléments de la famille IS97, comme IS80171 ; a contrario chez 1S1294
ou 1S1294b, aucune similitude n’a été constatée, ces derniéres étant dépourvues de répétitions
inversées présentant une région riche en A-T (figure 32) (Garcillan-Barcia et al., 2002; Yassine,
2015; Tavakoli et al., 2000).

T rd CR Cd <

1S91 CATATGGTGCACAAGGGGTGTTGAAGAAACATCCGTTTTGTGGTGCTTTTTTAGTCTTTTGGGGATTT--AAATTCCTATCGAT,CAAG
1S801 GTCTTCCTACCCATCGCTTTGAAGGCATGACGCCTCCGTCATAGCGTCAGCCTGATGCATAGGCATTTTGAAATTCCTATGCAT CAAG
1S1294 GGAGTGGTGGGAAAAGCAGAAAGGCTCACGTGGCATAAGGCGTGGACAATGGTATCGACTGGAAATTC--AATTTCCTATACGT CAAG

!

1IS1294b  AAACCACCGGAGTGGAGGGAAAAGCAGAAAGGCTCACGTGGCATAAGGCGTGGACAGCGGTATCGTCTGGTTTTTCAATTTCCTATACGT GAAC

Figure 32 : Alignement des régions orilS des éléments 1S91, 1IS801, 1S1294 et IS1294b

D’aprés et inspiré de Garcillan-Barcia et al., 2002; Yassine, 2015
Alignement des régions orilS ou les nucléotides du palindrome subterminal de IRt et IRcr sont indiqués en gras et souligné
(fleche noire). L’astérisque (*) indique tous les nucléotides conservés entre les quatre éléments. En bleu, le tétranucléotide

représentant le site cible d’insertion et la fleche bleue représentant le site de coupure.
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Il a été démontré qu'au moins 82 pb de '0ri97 sont nécessaires a la transposition de 1S91 (Mendiola
et al,, 1994). Cette extrémité a été nommeée orilS, car cette séquence serait a l'origine de la

réplication par CR lors de la transposition de I'élément (Garcillan-Barcia et al., 2002).

Par ailleurs, les membres de la famille 1IS97 ne générent pas de duplication de site-cible lors de
l'insertion, mais ils présentent une spécificité de séquence cible (Diaz-Aroca et al., 1987). En effet,
1S91, IS801 et 1IS1294 s'insérent a I'extrémité d'un tétranucléotide cible (Mendiola and de la Cruz,
1989; Richter et al., 1998; Tavakoli et al., 2000). Les éléments IS97 et IS807 s'insérent
majoritairement soit en *CTTG, soit en °GTTC, a des taux égaux (Mendiola et al., 1994; Richter et
al., 1998), comme observé avec d’autres protéines de la famille HUH, comme celle du phage X174
(Mendiola et al., 1994). Ces deux sites constituent 70 % des occurrences de la séquence cible.
1IS1294 peut s’insérer aux deux sites mais les études montrent une insertion préférentielle au site
SCTTG (Tavakoli et al., 2000). En revanche, I'élément 1IS1294b s’insére indifféeremment aux deux
sites °CTTG et °*GTTC bien que cet élément ait été caractérisé avec le tétranucléotide cible *GTCC
dans la séquence originelle (Yassine, 2015). La présence de I'un de ces sites est essentielle pour
la mobilité de I'élément et leur délétion entraine une abolition de la transposition (Mendiola et al.,
1994). Des analyses de mutations dans le site °GTTC ont montré que les mutations des positions
1, 3 et 4 entrainent une diminution de la transposition supérieure a 90% alors qu’une mutation de la
position 2 inhibe la mobilité de I'élément. De méme, bien que les sites reconnus par IS807 peuvent
présenter un degré de dégénérescence plus élevé car il reconnait également les séquences cible
®GTCC ou °CTCG, ou le T en position 2 reste trés conservé (Richter et al., 1998). Ces résultats
suggérent que le T en seconde position du site cible d’'insertion est essentiel a l'insertion des
éléments de la famille 1IS971. De plus, il a été démontré I'importance du nucléotide A aprés le site

cible d’insertion (Yassine, 2015).
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Figure 33 : Structures secondaires des régions orilS des éléments 1IS97, 1IS8017, du phage X174 et du
plasmide pC194

D’aprés et inspiré de Garcillan-Barcia et al., 2002

Le site de coupure est indiqué en bleu et I'endroit de coupure est symbolisé par une fleche.

Il est important de souligner que I'extrémité ori de la famille 1IS917 est proche des ori de plasmides et
de phages se répliquant par le mécanisme de cercle roulant (rolling circle, CR) (figure 33), suggérant
que le mécanisme de transposition des éléments de la famille 1S97 s’effectue par ce méme

mécanisme (Garcillan-Barcia et al., 2002; Mendiola et al., 1994).
IV.1.2.2. L’extrémité terlS

L’extrémité gauche de I1S91 est appelée ter91 ou ferlSqs. Le terlSys est constitué d’une séquence
terminale conservée, IRcL, riche en GC de 17 pb avec une répétition inversée de 6 pb ; ce qui est
aussi le cas pour les éléments 1S801 et 1IS1294 (figure 34) (Garcillan-Barcia et al., 2002; Mendiola
et al., 1994, 1992). Cette extrémité a été nommée ter, pour terminaison, la séquence marque donc
la terminaison de la réplication par cercle roulant lors de la transposition de I'élément (Garcillan-
Barcia et al., 2002).
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IRCL ﬁ _

* % khkkhkkkhkhkkhkhkkhkhkkk Ak kkk k% * X *

IS91 CGAGTA-GGCAGCCTGGCGGCTGCGGCTTGTCATGGTCTGGAATTA

f

1S801 GAACAG-GGCAGCCTG-CGGCTGCAAATCGCCCGTTCTTACTATCG

f

IS1294 GAACCACGGCAGCCTGGCGGCTGCAAATTGAAAACCGCCCCGGTTC

f

IS1294b GAACCACGGCAGCCTGGCGGCTGCAAATCGTGGTGTGGCAGAATAT

f

Figure 34 : Alignement des régions terlS des éléments 1S91, IS801, 1IS1294 et IS1294b

D’aprés et inspiré de Garcillan-Barcia et al., 2002; Yassine, 2015
Alignement des régions terlS ou les nucléotides du palindrome subterminal de IRCL sont indiqués en gras et souligné
(fleche noire). L'astérisque (*) indique tous les nucléotides conservés entre les quatre éléments. En rouge, le site de clivage
et la fleche rouge représentent la localisation ou la coupure s’effectue.

Cependant, le terlS peut ne pas étre reconnu. Dans cette situation, cela entraine la capture de
fragments d'ADN adjacents a l'extrémité, il s’agit d’'un processus connu sous le nom de One-ended
transposition (OET). Pour les éléments IS91 et IS1294, cette terminaison échoue a une fréquence
d'environ 1 a 10 % (Garcillan-Barcia et al., 2002; Tavakoli et al., 2000). Ainsi, I'extrémité terlS est
présumée ne pas étre complétement efficace, comme les terminateurs de transcription rho-
indépendants, ce qui permettrait de mobiliser des séquences supplémentaires d'ADN adjacent a
cette extrémité (figure 35). Ainsi, les éléments 1S917-like peuvent jouer un réle important dans la
dissémination des génes de virulence bactérienne ou de résistance aux antibiotiques (Garcillan-
Barcia et al., 2002; Toleman et al., 2006a; Toleman and Walsh, 2011). De plus, il y a également des
cas ou la région terlS est supprimée (Garcillan-Barcia et al., 2002; Mendiola et al., 1994; Tavakoli et
al., 2000), comme décrit chez Pseudomonas vancouverensis SMET-B et certaines souches de

Acinetobacter (Castro-Gutierrez et al., 2022).
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Figure 35 : Principe du mécanisme « one-ended transposition »
Created with BioRender.com

Les fleches représentent l'orientation des genes, en vert le géne tnpA et les palindromes subterminaux sont représentés
par des rectangles rouge et bleu pour les extrémités terlS et orilS, respectivement. Les terminateurs alternatifs sont
représentés en rose comme le terminateur Rho ou en jaune comme un site attC.

Quand le terlS (LE) est bien reconnu, seule I'lS est mobile (fleche verte), quand celui-ci n’est pas reconnu, la séquence
d’ADN adjacente est emportée par la transposition jusqu’a un site terlS alternatif : soit un terminateur Rho (trait vert +
fleche rose), soit un site attC (trait vert et rose + fleche jaune).

Mendiola et al. ont démontré que la séquence inverse répétée a I'extrémité terlSys n’était pas requise
pour la transposition de I'élément. Cependant, ils ont aussi observé la formation de multiméres en

tandem de 2 a 4 copies du plasmide donneur par le mécanisme de OET (Mendiola et al., 1994).

La séquence terlS comprend un tétranucléotide de clivage. Ce site de clivage est différent entre les
éléments 1S97 (°CTCG), 1S801 et IS71294 (°GTTC) (Mendiola et al., 1994; Richter et al., 1998;
Tavakoli et al., 2000). Il convient de souligner que le tétranucléotide de clivage °GTTC est également
retrouvé chez I'élément IS7294b (Yassine, 2015). Le tétranucléotide *CTCG de I'élément 1S91 est
essentiel pour sa reconnaissance car la mutation des trois premiers nucléotides a rendu le terlS
inactif, cela conduit in fine a de multiples insertions en tandem (Bernales et al., 1999). Les travaux
sur IS 1294b montrent que les mutations du site de clivage de °GTTC vers °GTGC, °ATTC, °GCTC,
®GCCC n’affecte aucunement I'efficacité de la transposition (Yassine, 2015). Toutefois, I'analyse de
dix colonies avec un site de clivage *ATTC n’a pas permis de mettre en évidence la mise en ceuvre

de mécanisme de OET.

Ainsi, les extrémités orilS et terlS sont des palindromes subterminaux qui formeraient des structures
secondaires et serviraient de signaux de reconnaissance pour la liaison ADN-transposase
(Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021).
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IV.1.2.3. Contexte génétique

La structure génétique des trois membres de la famille 1IS91 actifs pour la transposition sont
présentés en figure 36, a savoir : I'élément canonique 1S917, IS801 et IS1294 / IS1294b (Diaz-Aroca
et al., 1984; Yassine, 2015; Romantschuk et al., 1991; Tavakoli et al., 2000). Du c6té orilS, 1IS8071 et
IS91 ont deux palindromes subterminaux, tandis que I1IS1294b n'a qu'un palindromique subterminal
présumé. Du cété terlS, les 3 éléments ont un palindrome subterminal unique contenant le site de
clivage, différent entre 1IS97 (*°CTCG) et les deux autres éléments (°GTTC). Enfin, seul I'élément
IS91 possede un géne supplémentaire, appelé orf121. Ce géne code probablement une protéine de
121 acides aminés qui présente la particularité suivante : le codon de terminaison de l'orf121
chevauche le codon d'initiation du géne de la transposase, tnpA (*TGATG). Ainsi ces deux génes

seraient couplés sur le plan de la traduction par le chevauchement d’'un seul nucléotide.

% 9

5 ¥ 1S801
JJerte | L Joar 15120b

tor ) o |
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5 2 2 1S1294b
3 GTTC 5 1713 pb

T ter tnpA ori T
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"tter ) tnpA ori 1 P

T 1 1
500 1000 1500

Figure 36 : Organisation génétique des membres actifs connus de la famille IS91

Les extrémités ter et ori portant les séquences palindromiques sont représentées par des cases rouges et bleues,
respectivement. Les positions de clivage aux extrémités ter et ori sont indiquées par de petites fleches verticales rouges
et bleues, respectivement. La séquence d’ADN du site de clivage de l'extrémité ter spécifique a I'élément et le site cible
tétranucléotidique adjacent a ori sont également indiqués. Les séquences codantes Orf121 et tnpA sont représentées par
des fléeches orange et vertes, respectivement.

Mendiola et al. ont mené des expériences de mutagenése dans le géne tnpA, et ont montré que les
éléments mutés étaient non transposables (Mendiola et al., 1992). En revanche, les mutations dans
le géne orf121 de IS91 n’affectaient aucunement la fréquence de transposition. Cependant, ils ont
conclu que I'élément Orf121 pourrait étre impliqué dans la sélection de la cible dans la mesure car
ils ont montré que certains mutants avaient une préférence marquée a 88 % pour une insertion en
SCTTG et en °CTCG (Bernales et al., 1999; Garcillan-Barcia et al., 2002), alors que I'élément 1IS91
s'insére a des taux égaux en CTTG ou °GTTC (Mendiola et al., 1994). Aucune orf similaire & orf121

n'a pu étre trouveée dans I1IS807 ou 1IS7294. Néanmoins, I'espacement entre le terlS1294, €t le géne
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tnpAis1294p, laisse la possibilité d’avoir une orf en amont du géne tnpAis1294» cOntrairement a I'élément
1S801.

Sur le brin complémentaire, IS91 contient deux orfs potentiels, capables de coder pour des protéines
de 108 acides aminés (orf108) et 106 acides aminés (orf106). Cette observation peut poser la
question d’ARN anti-sens permettant la régulation de la transposition. Comme pour orf121, il n’y a
pas d'équivalent dans d'autres membres de la famille IS91. Néanmoins, actuellement il n'existe
aucune donnée suggérant que orf108 et orf106 sont exprimés, ni qu’elles jouent un réle dans

I'activité de transposition.

Chez d’autres éléments de la famille 1IS971, plusieurs comprennent un orf supplémentaire de fonction
inconnue qui se situe en amont (ISCARN110, ISSde12, ISShvi3, ISSod25 et ISWz1) du géne tnpA

codant la transposase (Ross et al., 2021).
IV.1.3. Caractéristiques des transposases de la famille IS97

Les séquences protéiques des transposases de la famille IS97, notamment les éléments 1IS97, IS8071
et 1IS1294b, ont des motifs conservés avec la séquence du premier membre identifié de la
superfamille HUH, a savoir la protéine A (gpA) du bactériophage ®X174 et des protéines Rep des
plasmides comme pLAB1000, pC194 ou pL1, mais également des hélitrons (figure 37) (Chandler et
al., 2013; Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021).
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Domaine | Domaine Il
Rep-pLAB1000 4-RVKECGEVLRFVA----- DDEGRLRLYQTWECKSRLCPLONWR ~ %-RKTGRFLFLTLTAENA
Rep-pL1 #-DVRGCGEVLRFRK----- IG-EHLKLYQTWFCHKRLCPLCNWR  $7-EPKGRFLFLTLTVKNA
Phage®X174 (gph) 13RKLANERPLKDIR---~DEYNYPKKKGIKDECSRLLEASTMKS 1o GWFTVFDTTTTADDRL

TnpArge; 37- KIMACGTTLMGYTQWCCSSPDQCHTKKVCFRGKSRSCPHCGVK
TnpArsse; so- KMLACGTSILGVKHYTCGNHSCPHVKYLCNTOHCRACPSCGKK
TnpArsizom a2- KMLACGTRILGVKEYNCDKPECPHVRYVTNSCGSRACPSCGKK

%- PWQH——IVFTLPCQYW
109- PWQH——INFTLPDTLW
101- DWVH——LVFTLPDTLW

Domaine IV

222- SAQETAKYQVKS

Domaine Il
Rep-pLAB1000 148-STEITINK-NGTYHQHMHVLLFVKPTYFK

Rep-pL1 149-STEITVNEQDGSYNQHLHVLLFVKSSYFK
phagedX174 (gpA) 252---VPEYGTANGRLHFHAVHFMRTLPTGSV
TnpArse; 146-V-THTWGR---DOQWHPHTHL-STTAGGV

TnpArsso; 159-A- LHTYGR---RLNWHPHVHL-SVTAGGL
TnpAss:zem 151-A- THTYGR-——RLNWHPHVHV-SVTCGGL

222- SAEETAKYEVKS
300-VGFYVAKYVNKK
246-VAVYFGSYLKKP
259-TVNYLGRYLKKP
251-TARYLGRYLKKP

Domaine V Domaine VI
Rep-pLAB1000 255- LAGSRQISYGGLFKEIR 309-ONY—--FI-—-———
Rep-pL1 255- LAGTRQISY‘ G:LLKQIK 312-QONY--FI—-—-—-—

a16- TPFNQI LKQNAK
35e-DPLKCILCGSQM
370-DPFRCVLCGARM
se2-DPFECVLCGGRM

phage®X174 (gpA) 381- LFRIRMSRNFGMKMLTM
TnpA;so; 307- GFr—RMVR’YYGFLSPVK
TnpArssor s20- HFF—RMIR,YFGFLANRV

Figure 37 : Alignement des domaines conservés des éléments IS91, 1IS801 et IS1294b avec les protéines

Rep et la protéine gpA

D’apres et inspiré de Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021
Entouré en rouge les acides aminés qui sont conservés par I'ensemble des membres alignés et entourés en vert,
uniquement les acides aminés qui sont conservés par I'élément de la famille IS91. Dans le domaine Il les histidines du
motif HUH sont indiquées en rouge et dans le domaine 1V les tyrosines du site catalytique sont également indiquées en

rouge. Le motif putatif du doigt de zinc formé par les cystéines du domaine VI est indiqué en rouge.

Le domaine | comprend une région riche en cystéines avec 6 cystéines et 1 histidine conservées
dans une région comprenant environ 40 acides aminés, organisées de la maniére suivante :
« C.X11.Q.X4.Q.X1.H. X7.C.X4.C.X2.C ».

protéines Rep et de la gpA. Ce motif pourrait étre un motif de liaison au zinc, mais aucune donnée

Les éléments soulignés et en gras sont absents des

n'a démontré cette hypothése. Les données existantes sur le motif putatif de liaison au zinc se
concentrent uniquement sur I'élément 1IS71294b (Yassine, 2015). Chez cet élément, des mutations
des cystéines (C46, C58, C63, C73, C78, C81) et de 'histidine (H65) entrainent une perte de I'activité
de transposition suggérant donc un rdle critique de ces acides aminés dans l'activité de la
transposase de I'élément 1S1294b, avec un rdle probable de cette région dans I'interaction avec
'’ADN. D’ailleurs, les mutations des cystéines C22, C100 et C171 ne modifiaient pas l'activité de
transposition. Cependant, la structure et I'alignement de la région ne présentent aucune similarité ni

avec des motifs de doigt de zinc connus, ni avec d'autres domaines de liaison avec un ion métal
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Le domaine Il se caractérise par la conservation de 8 acides aminés

« W.X1.H.X4.V.F.T.L.P.X3.W ». Dans ce motif, les acides « T.L » sont également chez les protéines
Rep et la gpA de ®X174. Actuellement, il n’existe aucune donnée sur le réle potentiel de chaque
acide aminé de ce motif dans la transposition des éléments de la famille IS97 ou des protéines Rep.
Cependant, par homologie avec les hélitrons, il a été suggéré que ce motif aurait une fonction dans
la reconnaissance de I'ADN ou serait impliqué dans le positionnement des acides aminés du motif

HUH pour la coordination de I'ion métallique (Tarasova and Khayat, 2021; Tompkins et al., 2021).

Le domaine lll présente une constellation de trois histidines invariantes avec au total 8 acides

aminés conservés agencés de la maniére suivante: « RXs.W.H.P.H.X1.H. X1.S.X1.T». Les
histidines du motif HUH sont indiquées en rouge . Ce motif est conservé pour la protéine Rep-
pLAB1000 et la protéine gpA du phage ®X174, alors que la protéine Rep-pL1 présente uniquement
deux histidines. Ce motif démontre parfaitement que les transposases de famille IS97 apartiennent
a la super famille des protéines HUH. En effet, dans cette super famille, le motif HUH sert a
coordonner des ions métalliques divalents qui seront nécessaires pour la réaction de catalyse. Les
transposases de cette famille catalysent et clivent 'ADN sous forme simple brin en favorisant la
formation d'un intermédiaire covalent 5'-phosphotyrosine et des groupements 3'-OH libres au niveau
du site de clivage (Chandler et al., 2013). Cependant, les endonucléases HUH peuvent aussi
reconnaitre et se lier a des structures d'ADN en tige boucle, (Chandler et al., 2013). Ce motif HUH
aurait ainsi un réle dans la reconnaissance des séquences palindromiques subterminales des
éléments de la famille IS91. En outre, I'élément 1IS971 se caractérise par la conservation de trois
résidus histidines en position H157, H159 et H161, dont les deux derniéres formeraient le motif HUH.
Cependant et a ce jour, aucune évaluation de I'impact de la mutation ponctuelle de 'une ou de 'autre
de ces trois histidines n’a été effectuée pour I'élément IS971. Néanmoins, chez IS71294b, la mutation

de l'histidine H164 en alanine du motif HUH « W.H4e2.P.H164.V.H16s.V » est critique pour la

transposition de I'élément 1S 1294b alors que la mutation de I'histidine H162 en alanine n'affecte pas
la fréquence de transposition de I'élément IS 1294b (Yassine, 2015). Aucune donnée n’est disponible
concernant la mutation de I'histidine H166. De plus, il a été démontré que la mutation ponctuelle de
I'histidine H153 en alanine et de I'arginine R157, situées a proximité du motif HUH de I'élément
1S1294b, étaient critiques pour la transposition a des taux non détectables. Cela est trés intéressant
car ces deux résidus histidine et arginine sont également conservés chez les relaxases TrwC du
plasmide R388 et Tral des plasmides de la famille F (Guasch et al., 2003; llangovan et al., 2017;
Larkin et al., 2007). Ces relaxases sont des transférases de brins d'ADN qui catalysent les étapes
initiales et finales du traitement de I'ADN pendant le transfert conjugatif d'ADN de cellule a cellule
(Clewell and Helinski, 1969; Lanka and Wilkins, 1995). Il a été montré que la mutation de ces deux
histidines entraine une diminution de la fréquence du transfert conjugatif. Il a été montré que les
deux résidus histidines du motif HUH permettent la coordination de lion métallique chez ces
relaxases. Cependant, la coordination nécessite I'intervention d'un troisiéme résidu histidine situé a
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proximité du motif HUH, a savoir I'histidine 150 pour TrwC et I'histidine 146 pour Tral. De plus, il a
été suggéré que les arginines en position 154 pour TrwC et 150 pour Tral permettaient de stabiliser
l'intermédiaire pentavalent coordonné. Ces données permettent de montrer que les trois résidus
histidines générent la liaison a I'ion métallique en le chargeant positivement, ce qui conduit & une
polarisation du phosphate scissile dont la conséquence est de le rendre plus sensible a I'attaque
nucléophile médiée par les tyrosines catalytiques. L’ensemble de ces résultats suggére fortement
que les résidus HUH de la famille IS97 sont impliqués dans la fixation d'un ion métallique divalent,
intervenant en qualité de co-facteur de la réaction de transposition, comme décrit pour les relaxases
TrwC et Tral (Guasch et al., 2003; Hickman et al., 2002; Larkin et al., 2007) et pour le Virus Adéno-
Associé (AAV).

Le domaine IV contient une paire de tyrosines formant le centre catalytique de la transposase, soit
« Y. X1.G. X1.Y.L.KKK.P ». Pour I'élément IS91, ces tyrosines sont en position 249 (Y249) et 253

(Y253). Les éléments soulignés et en gras indiquent les deux tyrosines conservées du site

catalytique identique a la protéine gpA. En effet, Y249 et Y253 de la transposase de I'élément IS91
occupent des positions homologues aux résidus Y343 et Y347 du centre actif de la protéine gpA du
phage ®X174 (Mendiola and de la Cruz, 1992; van Mansfeld et al., 1986). Des mutations des
tyrosines du site catalytique de la protéine gpA du phage ®X174 ont eu pour conséquence directe
la production de phages non viables (Hanai and Wang, 1993). De plus, il a été montré que les
tyrosines Y343 et Y347 de la protéine gpA sont directement impliquées dans les réactions initiales
de clivage et de transfert de brin dans la catalyse du substrat d’ADN. Chez 1S91, il a été démontré
que la mutation de l'une des deux ou des deux tyrosines Y249 et Y253 abolissait I'activité de
transposition de I'élément 1IS97 suggérant que ces deux tyrosines ont un réle crucial dans l'activité
de la transposase de I'élément 1IS917 (del Pilar Garcillan-Barcia et al., 2001). Des résultats similaires
ont été observeés pour I'élément IS71294b : la mutation des tyrosines Y254 ou Y258 en phénylalanine
avaient pour conséquence une abolition de la transposition de I'élément 1IS71294b (Yassine, 2015).
Alors que la mutation des tyrosines Y236 ou Y240 en phénylalanine n’impacte pas I'activité de la
transposase 1S71294b. Ainsi, ces données indiquent clairement que les résidus Y249 et Y253 de
'élément 1S9, ainsi que les résidus Y254 et Y258 de I'élément IS71294b, font partie du centre
catalytique de la transposase par analogie avec la protéine gpA du phage ®X174. C’est pourquoi,
nous pouvons admettre que les sites catalytiques des protéines TnpA de la famille IS97 sont
impliquées dans les réactions de clivage et de transfert de brins d'ADN lors de la transposition de
I'élément. L'ensemble de ces résultats indique que les transposases de la famille IS97 seraient des
analogues fonctionnels de la protéine gpA du phage ®X174, permettant une réplication par un
mécanisme de RC. Bien qu’'un certain nombre d’acides aminés autour du site catalytique sont

conservés, aucune donnée n’est publiée sur leur importance ou leur réle dans I'activité de ce site.
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Le domaine V se caractérise par la conservation de 8 acides aminés organisés de la maniére

suivante : « F.R.M.X1.R.Y.X1.G.F.L », les éléments soulignés et en gras sont présents également
chez les protéines Rep et la protéine gpA. Actuellement, il n’existe aucune donnée sur le role

potentiel de chaque acide aminé de ce motif dans la transposition des éléments de la famille IS91.

Pour terminer, le domaine VI une région conservée a I'extrémité C-terminale supplémentaire a été
mise en évidence pour les €léments de la famille IS97 (figure 37). Celle-ci est absente de la protéine
gpA du bactériophage ®X174 et des protéines Rep des plasmides pLAB1000, pC194 ou pL1. Ce
motif conservé se caractérise de la maniére suivante: « D.P.X2.C.X1.L.C.G.X2.M ». Ce motif
présente une organisation typique des doigts de zinc a savoir : « C.X>.C » qui pourrait étre impliqué
dans la liaison a ’ADN ou dans une interaction protéine-protéine. L’élément IS97 se caractérise par
la conservation de deux résidus cystéines en position 360 et 363, dont aucune évaluation de 'impact
de mutations ponctuelles n’a a ce jour été effectuée. L'extrémité C-terminale de la transposase de
'élément 1S71294b comporte 4 cystéines. Les mutations de chacune d’entre elles ont montré
uniquement l'importance des cystéines 366 et 369 (Yassine, 2015). En effet, ces deux cystéines

sont parfaitement alignées sur les deux cystéines conservées de la famille IS97.

En résumé, les génes tnpA des éléments de la famille IS97 codent une transposase de type
HUH. Cette derniére est proche de la protéine A (gpA) du bactériophage ®X174 et des
protéines Rep de plasmides comme pLAB1000, pC194 ou pL1 (Chandler et al., 2013;
Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021). Les transposases de la famille 1S91
possédent une triade de résidus catalytiques HUH impliquée dans la fixation d'un ion
métallique indispensable au mécanisme réactionnel (Chandler et al., 2013). L'alignement a
démontré que les transposases de la famille IS971 possédaient deux tyrosines conservées
formant le centre catalytique de la transposase, de fagon similaire a la protéine gpA du
phage ®X174.
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IV.1.4. Modéle de transposition de la famille 1IS91

Au fil des années, de nombreuses preuves ont été accumulées en faveur d'un mécanisme de RC

pour les éléments de la famille IS97 :

i) La structure palindromique subterminale du cété ori. Cette derniére rappelle indubitablement les
origines de réplication des phages (¢X174) et des plasmides de la famille pC194 (Garcillan-Barcia
et al., 2002),

i) La spécificité du site cible d'insertion, °CTTG (éléments 1S91, 1S1294 et 1S801), qui rappelle le
site de clivage des plasmides de la famille pC194 (°CTTG) et des phages de type ®X174 (°CTTG)
(Garcillan-Barcia et al., 2002; Gruss and Ehrlich, 1989; Novick, 1989),

iii) La reconnaissance bipolaire, c’est-a-dire I'orientation orilS et terlS, qui est une autre similitude
avec les protéines initiatrices de réplication CR (Espinosa et al., 1995; Garcillan-Barcia et al., 2002),
iv) La similarité entre les transposases de la famille 1IS97 et les endonucléases de la superfamille
HUH (Chandler et al., 2013),

v) L'observation d’intermédiaires circulaires simple brin et double brin (del Pilar Garcillan-Barcia et
al., 2001).

Compte tenu de ces similarités et des données de la littérature, deux modéles de transposition ont

été proposés pour la transposition CR des éléments de la famille des 1S91.
IV.1.4.1. Modéle de transposition dit « concerté »

Le premier modéle, connu sous le nom de modéle de transposition dit « concerté » ou CR avec
transfert de brin coordonné, a été développé par Mendiola et al. en 1994 (figure 38) (Mendiola et al.,
1994). A partir de ce modeéle, nous aurions la formation d’un dimére de la transposase dont le réle
serait de former un complexe initial permettant de regrouper les ADNs donneurs et les ADNs
receveurs. Le premier monomére de la transposase permet la catalyse et le clivage d’'un
monocaténaire en * du tétranucléotide cible *GTTC et en ®ori de I'lS grace a la tyrosine catalytique.
Ce clivage provoque la libération d’un groupement *OH sur le réplicon donneur et la formation d’un
complexe 5'-phosphotyrosine se crée entre le monomére et la région *ori de I'lS. Parallélement, un
clivage similaire est effectué par le second monomére dans I'ADN receveur. Ces événements vont
créer un complexe transposase-ADN ou le premier monomeére sera lié de fagon covalente au brin
donneur, tandis que le second monomeére sera complexé au brin receveur. Ensuite, le déplacement
du complexe transposase-ADN vers le site cible s’opére. Une fois ce site atteint, le complexe 5'-
phosphotyrosine induit une attaque de la cible *OH de 'ADN receveur. Simultanément & ce
phénomeéne, nous constatons une réplication de I'IS de I'ADN donneur qui est amorcée par la
machinerie cellulaire. Il s’ensuit un déplacement progressif du brin clivé jusqu’a atteindre le site ter
de I'lS, puis jusqu’au niveau du site de clivage comme le *CTCG pour 1S91. Ce nouveau clivage

permet la génération d’un groupement *OH au niveau ter de I'lS. Ce groupement ®ori libre au niveau
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du terlS va subir une transestérification avec la liaison 5'-phosphotyrosine formée entre la
transposase et I'ADN receveur cible. Cette réaction entraine la formation d’'une boucle de I'lS simple
brin au niveau du site cible de 'ADN receveur, ce dernier étant ensuite résolu par la machinerie de

réplication bactérienne.
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Figure 38 : Modéle de transposition de la famille IS97 dit « concerté »

Issue de Ross et al., 2021
Le brin déplacé du transposon est en rouge ; le brin non déplacé est en gris ; I'ADN nouvellement répliqué, ligne rouge

pointillée. Pour la description de la figure, voir texte.

IV.1.4.2. Modéle de transposition dit « séquentiel »

Le second modeéle, connu sous le nom de modéle de transposition dit « séquentiel » ou CR « peel
and paste », a été proposé par Tavakoli et al. pour I'élément IS1294. Il a été décrit pour I'élément
IS91 par De la Cruz et al. (figure 39) (Garcillan-Barcia et al., 2002; Tavakoli et al., 2000). Comme
dans le modéle « concerté », la transposase catalyse le clivage d’'un monocaténaire en 3' du
tétranucléotide cible °GTTC et en ®ori de I'lS grace a la premiére tyrosine de son site catalytique.
Comme précédemment, cette coupure entraine la libération d’'un groupement %ori sur le réplicon
donneur et la formation d’'un complexe 5'-phosphotyrosine entre la transposase et la région *ori de
I'lS. En paralléle, la libération du groupement *OH permet d'initier la réplication du brin « leading »

de I'ADN donneur par la machinerie de la réplication bactérienne. Cette réplication entraine le
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déplacement du brin clivé le long de 'ADN donneur jusqu’a atteindre le site ter de I'lS. Ensuite, aprés
la reconnaissance du site de clivage °CTCG de I'IS917, la premiére tyrosine clive de nouveau. Cette
seconde coupure permet la libération d’'un intermédiaire circulaire qui est refermé par une attaque
nucléophile du groupement *OH du brin néosynthétisé sur la liaison 5'-phosphotyrosine au niveau
du terlS. A ce stade, des intermédiaires circulaires simple brin et double brin ont été observés sans
pour autant savoir si ces intermédiaires sont fonctionnels dans la transposition de I'élément 1S91
(del Pilar Garcillan-Barcia et al., 2001). Ensuite, le transfert de cet intermédiaire est médié et initié
par la transposase lors de la reconnaissance, dés lors le clivage de 'ADN receveur se produit au
niveau de I'extrémité * du site cible d’insertion comme *GTTC. Ce clivage permet la formation de 2
extrémités avec des groupements *OH sur lintermédiaire circulaire clivé et 'ADN cible. Ce
groupement *OH est capable d'attaquer la liaison 5'-phosphotyrosine sur le brin d'ADN opposé
permettant I'insertion de I'lS sur le brin d’ADN receveur. Cette intégration de I'lS est finalisée par la
machinerie de la réplication bactérienne. En effet, ce modéle « séquentiel » implique I'excision d'un
seul brin de I'lS formant un intermédiaire circulaire ce qui est similaire au modéle qui a été proposé

pour la réplication du bactériophage X174.
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Figure 39 : Modéle de transposition de la famille IS97 dit « séquentiel »

Issue de Ross et al., 2021
Le brin déplacé du transposon est en rouge ; le brin non déplacé est en gris ; I'ADN nouvellement répliqué, ligne rouge
pointillée. Pour la description de la figure, voir texte.

Toutefois, il convient de souligner que ces analyses manquent de preuves directes permettant de
démontrer que les intermédiaires circulaires d'ADNsb ou d'ADNdb sont des intermédiaires
fonctionnels dans la transposition d'1S97. Néanmoins, la possibilité qu’ils soient des intermédiaires
de transposition fonctionnels est étayée par I'implication de I'orf121 de I'élément 1S97 dans la
spécificité d'insertion de cet IS (Bernales et al., 1999). En effet, il a été exposé que les mutants
orf121 utilisent °CTCG comme site de clivage de seconde préférence. Or, *CTCG est précisément
la séquence de clivage qui est reconnue du cété terlS de I'élément IS97 et est également la
séquence adjacente a l'orilS dans les intermédiaires circulaires. Il est donc possible que la
transposase puisse cliver les intermédiaires d'’ADNsb a cet endroit de jonction, a savoir entre le terlS
et I'orilS. Bien que cela n’ait pas encore démontré, la conséquence de ce clivage serait de permettre
d’insérer I'intermédiaire circulaire d'ADN dans un ADN cible. Si c’'est le cas, alors le clivage et la

réplication par le mécanisme CR sont dissociés de l'insertion de la cible et se produisent en amont.
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L’existence d’une telle preuve permettrait de trancher en faveur d'un modéle de transposition par

CR de type séquentiel.

Par conséquent, nous pouvons conclure que chaque modéle implique des réactions de
transestérification médiées par les résidus de tyrosine, ainsi qu’une génération des extrémités *OH
libres permettant la réplication de I'ADN. De plus, ces deux modéles démontrent parfaitement que
lorilS permet d'initier la réplication par CR et que I'extrémité terlS marquerait la fin de cette
réplication par CR. Néanmoins, en I'absence de données expérimentales en ce sens, il n’est pas

possible de trancher entre le modéle concerté et le modéle séquentiel.

Plus récemment, il a été suggére qu'un autre groupe de séquences, appelé « ISCR » (IS avec une
« Common Regions »), apparentées a la famille IS97 auraient aussi une transposition CR (Sohn et
al., 2009; Toleman et al., 2006a).

IV.2. Les éléments de la famille ISCR apparentée a 1IS91

Les éléments de la famille ISCR sont généralement adjacents a des génes de résistance aux
antibiotiques. Ainsi, ces éléments joueraient un rdle prédominant dans la dissémination et
'expression des génes de résistance aux antibiotiques (Lallement et al., 2018; Toleman et al.,
2006b, 2006a; Toleman and Walsh, 2010).

IV.2.1. Description des ISCR

En 1993, les ISCR ont été décrites pour la premiére fois sous le nom de CR aprés la région
3’conservee (3'CS) des intégrons de résistance de classe 1, In6 et In7 (Stokes et al., 1993). La
région 3’CS est dupliquée et un ou plusieurs génes de résistance aux antibiotiques sont présents
entre les deux copies de la région 3'CS (Valentine et al., 1994). Pour autant ces génes de résistance
ne sont pas des cassettes d’intégrons car dépourvus de site aftC en aval du géne. Chez ces
intégrons In6 et In7, il a été observé une orf de 341 pb nommée CR pour « Common Region ». Par
la suite, cette région a été renommée orf513 présentant un cadre ouvert de lecture de 341 codons
(Partridge and Hall, 2003b).

Les éléments ISCR1 n’apparaissent pas comme étant spécifiques d'une niche particuliére (Toleman
et al., 2006a). En effet, les premiers éléments ISCR1 étaient associés en majorité a des génes de
résistance aux antibiotiques et isolés principalement chez des bactéries environnementales (Arduino
et al., 2002; Sabaté et al., 2002). Les éléments ISCR2 ont été isolés du bétail (Boyd et al., 2001;
Cloeckaert et al., 2000). Par la suite, les ISCR ont été identifiées dans des bactéries & Gram négatif

de multirésistance d’intérét clinique (Arduino et al., 2003).

De par leur structure et par leurs différents domaines composant leur transposase, les éléments

ISCR ont été identifiés comme étant apparentés aux membres de la famille 1IS97 (Toleman et al.,
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2006a). En 2007, le géne de la transposase des éléments ISCR a été renommé rcr pour « rolling
circle replication ». Cette nouvelle appellation résulte de son mécanisme de transposition supposé
par CR et par son homologie avec les protéines Rep des plasmides et phages se répliquant par ce

mécanisme (Levings et al., 2007).

La famille ISCR est composée de 18 membres. Les éléments ISCR codent une transposase
d’environ 500 acides aminés avec une identité entre les ISCR allant de 4 a 88 % (Toleman et al.,
2006a). De plus, ces éléments possédent des domaines fonctionnels d'une transposase de type
HUH.

L’élément ISCR1, trés répandu, proviendrait de I'environnement aquatique car il a été isolé chez des
espéces marines comme Aeromonas salmonicida et Shewanella algae (Rhodes et al., 2000;
Toleman et al., 2006a). L'élément ISCR1 est toujours retrouvé en aval de la région 3’CS et des
intégrons de résistance de classe 1 (Collis and Hall, 1995). Une grande diversité de génes de

résistance aux antibiotiques a été décrit en aval de I'élément ISCR1 codant pour :

- Résistance aux B-lactamines (blacrx-v-1, blaper-7s, blanom-1, blame-1...) (Iguchi et al., 2014; Li et
al., 2014; Su et al., 2008; Tada et al., 2017),

- Résistance au triméthoprime (dfrA23, dfrA10...) (Stokes et al., 1993; Villa and Carattoli, 2005),

- Résistance aux quinolones (qnrA1, gnrA3) (Cheng et al., 2016; Lascols et al., 2008),

- Résistance aux aminosides (aph(3’)-Via) (Naas et al., 1999),

- Résistance aux phénicolés (catA) (Stokes et al., 1993).

En 2000, I'élément ISCR2 a été identifié en amont du géne floR conférant une résistance au
florfénicol chez Escherichia coli, puis chez Vibrio cholerae dans 'lCE SXT (Cloeckaert et al., 2000;
Hochhut et al., 2001). Le géne floR serait issu du pathogéne de certains poissons tel que
Pseudomonas damsalae subsp piscida (Toleman et al., 2006a). Par ailleurs, I'élément ISCR2 a
aussi été retrouvé au niveau du microbiote instestinal de 'Homme (Pal et al., 2016). Ces éléments
sont principalement localisés sur des plasmides au sein de transposons, comme le Th6329 qui est
formé par deux copies d’'IS26, ou encore au sein de I'llot de pathogénicité AbaR chez Acinetobacter
baumannii (Beyrouthy et al., 2017; Seputiene et al., 2012). Contrairement a I'élément ISCR1 qui est
associé aux intégrons de résistance de classe 1, I'élément ISCR2 est souvent retrouvé en amont du
géne de résistance aux sulfonamides sul2 sans pourtant démontrer une séquence cible particuliére
(Radstrom and Swedberg, 1988). En aval de I'élément ISCR2, une grande diversité de génes de

résistance aux antibiotiques ont été décrits :

- Résistance aux sulfonamides (sul2...) (Cloeckaert et al., 2001),
- Résistance au triméthoprime (dfrA9, dfrA20...) (Jansson and Skéld, 1991; Kehrenberg and
Schwarz, 2005),

- Résistance aux macrolides (erm42) (Harmer et al., 2015),
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- Résistance aux aminosides (rmtH) (O’Hara et al., 2013),
- Résistance aux phénicolés (floR) (Wang et al., 2016),

- Résistance a la tétracyclines (tetRtetY) (Leclercq et al., 2016).
IV.2.2. Organisation génétique

Comme nous 'avons précédemment exposeé, les éléments ISCR sont apparentés a la famille IS91
et ils possédent des séquences spécifiques orilS et terlS. Contrairement a certains éléments de la
famille 1S91, pour lesquels le clivage de I'orilS et du terlS a été démontré, des séquences orilS et
terlS ont été proposées pour les éléments ISCR sans que leur fonctionnalité dans la transposition
de ces éeléments n’ait été étudiée (Garcillan-Barcia et al., 2002; Yassine, 2015; Toleman et al.,
2006a).

Une séquence consensus de l'orilS a été établie pour les éléments de la famille 1IS917, a savoir :
S*GxtTTTXAAaTTCCTATxCaT® (x : A, C, G ou T) (Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021;
Tavakoli et al., 2000). L’alignement de I'extrémité orilS des éléments ISCR a permis de mettre en
évidence une origine potentielle de réplication, a savoir : *GegTTTgAACTTCCTATACXx® (Toleman
et al., 2006a). Contrairement aux éléments IS97 et 1IS801, les éléments ISCR ne possédent qu'un
seul palindrome subterminal a I'extrémité orilS, c’est aussi le cas chez les éléments 1S7294 et

1S 1294b qui sont tous deux fonctionnels pour la transposition.

Une séquence consensus du fterlS a été établie pour les éléments IS91, 1IS8071 et 1S71294,
®GCAGCCxxxxGGCTGC?® (x : A, C, G ou -) (Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021).
Cependant, I'élément ISCR71 ne posséde pas de terlS défini. L’élément ISCR2 présente un
palindrome subterminal potentiel, > AGTGxxxxxCACT? (x : C, G ou T). L’élément ISCR1 est toujours
associé aux intégrons de classe 1. La région ou devrait se situer le terlS, est constitué par les génes
qacED1 et sul1 (résistance aux ammoniums quaternaires et aux sulfamides) de la région 3'CS de
l'intégron de classe 1 (Toleman et al., 2006a, 2006b). Toleman et al. ont émis I'’hypothése selon
laquelle le terlS de ISCR1 disparaitrait lorsque celui-ci serait répliqué au-dela du terlS en utilisant le
mécanisme de transposition « one-ended transposition » vers un second site au sein de l'intégron
de classe 1 (Toleman et al., 2006a). Ceci aurait entrainé la dégénérescence du terlS originel de
'élément ISCR1. Cela permettrait d’expliquer I'association entre I'élément ISCR1 et l'intégron de
résistance de classe 1. Cependant, l'extrémité terlS devrait présenter une diversité de génes si
ISCR1 était responsable du déplacement des génes de résistance aux antibiotiques en utilisant le
mécanisme de transposition « one-ended transposition ». Or, cette diversité de génes de résistance
chez ISCR1 n’est observée qu’au niveau de l'extrémité orilS au niveau d’'une séquence
SGTGGTTTATACTTCATACCC?. En conséquence, cela ne permet pas de connaitre le site cible de
I'élément ISCRT. Il serait utile d’effectuer une analyse de la diversité des isoformes de I'’élément

ISCR1 afin de connaitre I'étendue de la diversité de cet élément et de pouvoir éventuellement
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émettre I'hypothése d’'un site terlS et d’un site cible d’insertion. L’absence d’un site cible d’insertion
pourrait laisser supposer que, par homologie aux données connues pour les éléments de la famille
1IS91, les éléments ISCR1 identifiés seraient inactifs pour la transposition. Par ailleurs, deux
promoteurs potentiels Pour, orientés vers I'extérieur de 'ISCR1, ont été mis en évidence dans I'orilS
et ont été nommés Pcri.1 et Pcri2. (Mammeri et al., 2005; Rodriguez-Martinez et al., 2006). lls
participent a I'expression des génes en aval de I'élément ISCR1 (Lallement et al., 2018). Pour
terminer, les travaux de thése de Claire Lallement au laboratoire ont permis de mettre en lumiére
que le promoteur P, permettant 'expression du géne de la transposase rcr1, est sous le controle

du répresseur LexA et est donc régulé par la réponse SOS (Lallement, 2018).

L’élément ISCR2 s'est avéré plus facile a définir que I'élément ISCR17 en raison de la diversité des
séquences en amont et en aval de la localisation de I'lS. De plus, cet élément posséde des
extrémités orilS et terlS entourant le géne rcr2 codant pour la transposase. En effet, ces
caractéristiques ont permis de rapidement définir un site cible d’insertion de I'élément °GTTG, situé
en amont, riche en A/T de I'extrémité orilS (Ross et al., 2021). Ainsi et contrairement a I'élément
ISCR1, ISCR2 posséde toutes les caractéristiques d'une séquence d'insertion compléte de la famille
IS91. Toutefois, actuellement il n’existe aucune donnée sur l'activité de la transposase ou sur

I'expression du géne rcr2 a partir d’'un promoteur intrinséque.
IV.2.3. Caractéristiques des transposases des ISCR

Les transposases de la famille ISCR sont trés proches des éléments de la famille 1IS97 (figure 40)
(Chandler et al., 2013; Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021; Toleman et al., 2006a).
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Figure 40 : Alignement des domaines conservés des éléments ISCR1, ISCR2, ISCR3, ISCR4 et ISCRS5 avec
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les éléments de la famille IS971 (IS91, 1IS801 et IS1294b) et les protéines Rep et la protéine gpA

D’aprés et inspiré de Garcillan-Barcia et al., 2002; Ross et al., 2021; Toleman et al., 2006a

Entouré en rouge, les acides aminés qui sont conservés par I'ensemble des membres alignés et entouré en vert,
uniquement les acides aminés qui sont conservés par les éléments de la famille IS91/ISCR. Entouré en bleu, les acides
aminés qui sont conservés uniquement chez les ISCR. Dans le domaine Il les histidines du motif HUH sont indiquées en
rouge et dans le domaine 1V les tyrosines du site catalytique sont également indiquées en rouge. Le motif putatif du doigt

de zinc formé par les cystéines du domaine VI est indiqué en rouge.

En effet, les éléments ISCR présentent cing motifs ainsi que la région conservée a I'extrémité C-

terminale supplémentaire absente des protéines Rep et de la protéine gpA.

Le domaine | comprend une région riche en cystéines. En effet, nous retrouvons 6 cystéines

conservées, toutefois il n'y a pas I'histidine comme dans la famille 1S971. Ces cystéines sont
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organisées comme sulit : « C.X11.C.X2.C.Xo.C.X5.C.X2.C ». De plus, par rapport aux transposases de
la famille 1IS971 les éléments ISCR ne présentent pas deux des acides aminés entre deux cystéines
et les acides aminés entre les cystéines sont conservés par 'ensemble des membres ISCR. Les
éléments ISCR3, ISCR4 et ISCRS5 présentent une alanine a la place d’'une histidine. Les travaux de
thése de Haytham Yassine ont montré que la mutation de I'histidine H65 de I'élément 1IS7294b en
alanine inhibait I'activité de la transposase (Yassine, 2015). Ces résultats suggérent fortement que

les transposases ISCR3, ISCR4 et ISCRS5 ne seraient pas actives pour la transposition.

Précédemment, nous avions vu que le domaine Il de la transposases des éléments de la famille
1IS91 était « W.X41.H.X1.V.F.T.L.P.X3.W ». A contrario, les éléments ISCR présentent un autre motif
conservé a la méme position mais avec toujours la conservation de la leucine (L),
« P.X1.R.Q.X1.V.L.S.X1.P.X2.L.R.F.L.X1.A». En gras, les acides aminés conservés présents
également chez la famille 1IS91. Aucune donnée n’existe sur le role et la fonction de ce motif dans la

transposition des éléments ISCR ou IS917.

Le domaine lll présente seulement deux histidines invariantes pour les éléments ISCR contre trois

pour les éléments de famille IS97. La configuration avec seulement deux histidines a déja été décrite
pour la protéine Rep-L1. Les ISCR présentent le motif suivant

« L..Q.R.F.G.S.A.L.N.L.N.L.X1.H.X1.H.M.L.X1.L.D.G », en rouge et en gras ce sont les histidines du
motif HUH et seulement en gras, ce sont les acides aminés conservés avec les éléments de la
famille 1S91. Ce motif démontre que les transposases de la famille ISCR appartiennent a la super
famille des protéines HUH. Notons qu’aucune évaluation de I'impact de la mutation ponctuelle de
'une ou de l'autre de ces histidines n’a encore été réalisée pour I'élément ISCR. Il convient de
préciser que bien qu’un motif HUH ait été identifié pour les ISCR, celui-ci présente entre les deux
résidus histidines soit une tyrosine chez ISCR1 c’est-a-dire un acide aminé ayant un indice
d’hydrophobicité plutét neutre (0,29), soit une phénylalanine pour les ISCR2, 3, 4 et 5, c’est-a-dire
un acide aminé hydrophobe mais qui contient un cycle aromatique. Il n’existe actuellement aucune
donnée relative a I'impact de ces changements dans le motif HUH des transposases rcr. Par ailleurs,
les résultats décrits chez I'élément IS 71294b suggérent que I'arginine en position R157 qui est proche
du motif HUH s’avére critique pour la transposition (Yassine, 2015). Cette arginine est conservée au
sein de la famille IS91 mais pas pour les éléments ISCR. En effet, a la place de l'arginine, les
éléments ISCR présentent une sérine (S), laissant supposer que les éléments ISCR pourraient ne

pas étre actifs pour la transposition.

Le domaine IV formant le site catalytique ne comporte qu’une seule tyrosine pour les transposases

rcr contre deux pour les éléments de la famille IS971. Ce motif se caractérise de la maniére suivante :
« K.L.LE.X1.L.C.R.Y..X1.R.P ». En gras et en rouge, il s’agit de la position des tyrosines catalytiques
supposeées et seulement en gras, ce sont les acides aminés conservés (présents également chez la

famille IS91). Dés lors, les membres de la famille ISCR semblent plus étroitement liés a la famille
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des protéines Rep qu'a celle de la protéine gpA du phage ®X174. En effet, ces membres ne
contiennent qu’un seul résidu tyrosine conservé contrairement a la protéine gpA et la famille IS91

qui en possédent deux.

Le domaine V se caractérise par la conservation de 15 acides aminés

« RX2.L. T.R.F.H.G.V.F.AP.N ». En gras, il s’agit de I'acide aminé qui est présent également chez
les éléments de la famille 1IS97 et en gras souligné, il s’agit de 'acide aminé conservé avec les
protéines Rep et la protéine gpA en sus des éléments de la famille IS97. Actuellement, il n’existe
aucune donnée sur le réle potentiel de chaque acide aminé de ce motif dans la transposition des

éléments de la famille IS97 ou des éléments ISCR.

Pour terminer, le domaine VI comprend la région conservée a I|extrémité C-terminale

supplémentaire, qui a été mise en évidence pour les éléments de la famille IS97.

L’ensemble de ces données indiquent que les éléments ISCR font partie de la super famille des

endonucléases HUH au vu :

- De leur proximité avec les protéines Rep, la protéine gpA et les éléments de famille IS97 de leur
transposase,
- De leur organisation génétique avec des régions orilS et terlS, ainsi que la présence des

structures tige-boucles a leurs extrémités.

Ces éléments ISCR devraient présenter un mécanisme de transposition semblable a celui des
éléments de la famille IS91, selon un mécanisme CR . Néanmoins, les multiples différences qui ont
été mises en évidence avec les éléments de la famille IS97 pourraient indiquer des divergences.
Soulignons que l'activité de transposition pour les éléments ISCR n’a jamais été démontrée, a
I'exception de la transposase ISCR1 pour laquelle il a été montré que la transposase rcr1 est capable
de cliver I'extrémité orilSCR1 de I'élément, mais dans des conditions de trés forte quantité de

transposase purifiée (500 ng) et sans ADN compétiteur (Quiroga et al., 2013).

Contrairement aux éléments IS97 qui semblent plutét associés a ’homme ou aux mammiféres, les
éléments ISCR sont issus d’autres environnements, aquatiques ou telluriques (Toleman et al.,
2006a). Cela pourrait expliquer notre difficulté a étudier la mobilité des éléments ISCR dans la
transposition contrairement a celle des éléments de la famille IS91. En effet, la mobilité des éléments
ISCR pourrait étre induite par des facteurs hétes ou de I'environnement d’ou ils sont originaires,
dans des conditions encore inconnues. Une autre possibilité serait que la diversité des éléments
ISCR soit plus associée a des échanges de génes par recombinaison homologue, que par
transposition (Boyd et al., 2002; Toleman et al., 2006a). Cette hypothése est étayée par le fait que
les éléments ISCR3, ISCR4, ISCR14 et ISCR16 présentent entre 75% et 97% d'identité en acides
aminés de leur transposase et qu’ils sont situés en aval d'un orf de type groE, ce qui peut suggérer

qu'ils pourraient tous avoir un ancétre commun (Toleman and Walsh, 2008). Soulignons enfin qu'il
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n'y a pas encore de démonstration formelle que ces éléments transposent. De plus, comme leur
environnement est identique, cela suggére qu'ils sont relativement inactifs dans la transposition et

que la diversité des éléments ISCR a été créée par des recombinaisons homologues entre les ISCR.

Pour conclure, des similarités existent entre les différents membres de la super famille HUH. Ces
similarités nous aménent a penser que les ISCR transposent de la méme fagon que les autres
transposases HUH. Cependant, bien que les transposases ISCR partagent des similarités avec
celles de la famille IS917 et de la famille IS200/1S605, ces deux familles possédent des mécanismes
de transposition différents. Il est probable que les ISCR transposent par I'un de ces deux
mécanismes, voir un mécanisme hybride se situant entre celui de la famille 1IS917 et celui de la famille
1IS200/1S605 qui n’a qu’une seule tyrosine catalytique. Ainsi, les ISCR pourraient étre actives en tant
que dimére comme les éléments IS200/IS605, contrairement aux éléments IS97 ou il semblerait que

la transposition est médiée par un monomeére.

Il ressort de ce qui précéde que :

> Les éléments de la famille 1IS97 :
o Sont associés a des génes de virulence et de résistance aux antibiotiques,
o Ontun contexte génétique et une transposase TnpA (HUH, Y2) qui indiquent que
ces éléments font partie de la super famille HUH,
o Comme les éléments IS8071 et 1IS1294/1S1294b sont actifs pour la transposition,
o Transposeraient selon un mécanisme de réplication par CR ou deux modéles
sont proposés, soit le modéle « concerté », soit le modéle « séquentiel ».
> Les éléments de la famille ISCR :
o Sont associés a des génes de résistance aux antibiotiques,
o Ont un contexte génétique et une transposase rcr (HUH, Y1) qui indiquent que
ces éléments font partie de la super famille HUH,
o Sont apparentés a la famille IS97, méme s’il existe plusieurs différences entre
les éléments ISCR et 1S91,
o Ne peuvent pas étre considérés comme actifs dans la transposition car aucune
donnée expérimentale n’existe et la diversité des éléments ISCR pourrait étre le

fait de recombinaisons homologues.
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Chapitre V. Régulation de la transposition et impact des IS chez les procaryotes

De nombreux mécanismes classiques de contrble de l'expression des génes tels que des
répresseurs transcriptionnels chez IS 7, IS2 ou des inhibiteurs traductionnels par des ARN anti-sens
comme chez 1S10, sont connus pour étre des acteurs dans la régulation de I'expression de la
transposase des IS (Escoubas et al., 1991; Hu et al., 1994; Kleckner et al., 1996). De plus, plusieurs
mécanismes coopérent ensemble dans la régulation de I'expression des génes et de la transposase.
Préalablement a tout développement, il convient a titre liminaire d’aborder les notions de

transcription et de traduction chez les procaryotes.
V.1. La transcription chez les procaryotes
V.1.1. Le promoteur

L'étape principale de l'initiation de la transcription est la reconnaissance du promoteur par I'ARN

polymérase.

Un promoteur fonctionnel est constitué des éléments -10, -35, -10 étendu et UP. Il s’agit de sites qui
sont reconnus par la machinerie transcriptionnelle (Browning and Busby, 2004). Les boites -10 et -

35 sont définies par rapport au +1 d’initiation de transcription.

Le +1 d’initiation de transcription correspond a la premiére base transcrite par 'ARN polymérase
(figure 41). Ce site d'initiation +1 est généralement un nucléotide A ou G, trés rarement un nucléotide
Cou T. Le +1 de transcription est localisé environ a 35 pb avant le codon START, c’est-a-dire du
géne en aval du promoteur (Shultzaberger et al., 2007). Le codon START le plus courant est ATG.
Toutefois, les procaryotes utilisent des codons de départ alternatifs de maniére significative,
principalement GUG et UUG (Blattner et al., 1997), et plus rarement, le codon AUU (Sacerdot et al.,
1982). De plus, deux études ont montré indépendamment qu’au moins 17 codons de départ non

AUG peuvent initier la traduction chez E. coli (Hecht et al., 2017).

+1

DI DDIN DA DA I"

UP -35 -10 etendu -10

Figure 41 : Organisation du promoteur bactérien
Created with BioRender.com

Les séquences pour les éléments du promoteur sont représentées en vert pour la séquence UP, en bleu pour la boite -35,
en rose/bleu pour la boite -10 étendue (rose/bleu) et en rose pour la boite -10. Le +1 de transcription est indiqué par une
fleche noire.
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L'hexamere -10 du promoteur est reconnu par le domaine 2 de la sous-unité o de 'ARN polymeérase.
De méme, I'hexamére -35 du promoteur est reconnu par le domaine 4 de la sous-unité o. Des
séquences hexameéres consensuelles ont été établies pour les hexameéres -10 et -35 (Campbell et
al., 2002). En outre, le facteur 6’ est I'ARN polymérase qui reconnait les séquences consensus
hexameriques *TATAAT et *TTGACA pour les éléments -10 et -35, respectivement. La distance
entre les éléments -10 et -35 varie de 15 & 21 pb avec une distance optimum de 17 pb (Hawley and
McClure, 1983; Shultzaberger et al., 2007).

Les deux autres éléments importants sont I'élément -10 étendu et I'élément UP. L'élément -10
étendu est un motif de 3-4 pb situé immédiatement en amont de I'hexamére -10 qui est reconnu par
le domaine 3 de la sous-unité o de I'ARN polymérase (Murakami et al., 2002; Sanderson et al.,
2003). L’élément UP est une séquence d’environ 20 pb, riche en A et T, située en amont de
I'hnexamére -35 du promoteur qui est reconnu par les domaines C-terminaux des sous-unités a de
I'ARN polymérase (Ross et al., 2001).

Ainsi, ensemble, les éléments -10, -35, -10 étendu et UP spécifient la liaison initiale de I'ARN

polymérase a un promoteur.

Enfin, ils existent d’autres facteurs transcriptionnels que le facteur ¢’ impliqué dans diverses

fonctions (Helmann, 2002; Paget and Helmann, 2003) :

- Stress nutritif (0® ou 0°, HrdA, HrdC,HrdD),

- Choc thermique (0*?),

- Synthéses des flagelles (62%),

- Sporualtion (o et 0°),

- Des fonctions extra-cytoplasmiques (biodisponibilité du fer (c19), virulence (Vrel), résistance aux
antibiotiques (")),

- Le facteur 0®* impliqué dans la synthése des flagelles, I'utilisation du nitrate, le chimiotaxisme et

le métabolisme énergétique.
V.1.2. L’ARN polymérase

L’ARN polymérase existe sous deux formes :
- Soit sous la forme d’apoenzyme formant le « core » de I'ARN polymérase qui est constitué de
cing sous-unités.

- Soit sous la forme d’holoenzyme, ou le « core » est associé a un facteur o.
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Le « core » de I'ARN polymérase est constitué des cinq sous-unités formant une protéine d’environ
450 kDa (figure 42). :

- Deux sous-unités alpha (a),
- Une sous-unité béta (),
- Une sous-unité béta prime ('),

- Une petite sous-unité oméga (w).

Figure 42 : Core de 'ARN polymérase.

Adaptée de Boyle et al., 2020

Modele du noyau de I'ARN polymérase avec les sous-unités ' (jaune), 3 (vert), a (rose et violet), et w (orange).

Seul, le « core » ne peut pas reconnaitre les séquences promotrices pour initier la transcription. En
outre, pour reconnaitre les séquences spécifigues des promoteurs, le « core » nécessite

I'intervention d’'une derniére sous-unité : le facteur o.

Le facteur o a une taille variable de 20 a 70 kDa. Cette sous-unité joue un role primordial car elle
permet la fixation au promoteur et elle est nécessaire a I'ancrage du « core » a la région promotrice
(Burgess et al., 1969; Wosten, 1998).

Si nous prenons I'exemple du facteur a70, il posséde quatre domaines conservés nommeés o1, 02,
03 et 04, ainsi qu’un « linker » reliant les domaines 03 et 04 entre eux (Paget and Helmann, 2003).
En outre, il a été mis en évidence que les domaines 02, 03 et 04 jouent un rdle important dans la

reconnaissance de la séquence promotrice (figure 43) (Gross et al., 1998; Murakami et al., 2002) :

- Le domaine 02 reconnait et se fixe a ’hexameére -10,

- Le domaine 03 reconnait et se fixe a la région -10 étendue,
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- Le domaine 04 reconnait et se fixe a 'lhexameére -35.

Le domaine o1 se converse moins bien au sein des facteurs 0. A ce jour, la fonction du domaine o1

est inconnue.

RNA polymerase

3

ur -35 -10 etendu -10

Figure 43 : Interaction entre 'ARN polymérase et les différentes régions d’'un promoteur

Created with BioRender.com et adaptée de Browning and Busby, 2004
L’ARN est représenté en cartoon, en bleu les deux sous-unités 3' et B, en gris les deux sous-unités a et les domaines du
facteur o sont en marron numéroté 1 a 4. Les séquences pour les éléments du promoteur sont représentées en vert pour
la séquence UP, en bleu pour la boite -35, en rose/bleu pour la boite -10 étendue (rose/bleu) et en rose pour la boite -10.
Le +1 de transcription est indiqué par une fleche noire.

V.1.3. La transcription

L'initiation de la transcription nécessite l'interaction de I'ARN polymérase avec I'ADN promoteur et
la formation d'un complexe ouvert. Dans ce complexe, I'ADN duplex est déroulé autour du point de

départ de la transcription (deHaseth et al., 1998).

Le role des éléments promoteurs est principalement d'amarrer 'ARN polymérase de maniére a ce
gu'elle soit compétente pour la formation de complexes ouverts, ainsi que les étapes suivantes de

la transcription.

La liaison initiale de I'ARN polymérase est initiée par les domaines 62, 03 et 04 du facteur sigma
sur les séquences conservées du promoteur (figure 44). L’ARN polymérase fixée sur le promoteur

est un complexe dit fermé stable qui couvre les 55 premiéres bases en amont du +1 de transcription.
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Figure 44 : Ancrage initial de I'holoenzyme de I'ARN polymérase a un promoteur.

Issue de Browning and Busby, 2004
Le brin d'’ADNdb est représenté en vert, les éléments -10 et -35 sont en jaune et les éléments étendus -10 et UP sont en
rouge sur ce brin ’ADNdb. Les sous-unités de '’ARN polymérase (8 et B' sont en en bleu clair et en rose, respectivement.
Les sous-unités a sont en gris et les différents domaines de o sont colorés en rouge. Les sphéeres grises, étiquetées I et I
représentent les domaines de I'aCTD qui se lient au promoteur. Le site actif de I'ARN polymérase est indiqué par l'ion
Mg2+ (magenta).

Apreés la liaison initiale de 'ARN polymérase, il s’ensuit un changement de conformation. Cette
modification entraine I'ouverture du brin, juste en aval du point de départ de la transcription, et cela
génére le complexe ouvert d'ADN allant approximativement de la position -10 & la position +2
(Tomsic et al., 2001; Tsujikawa et al., 2002). Ceci correspond a l'isomérisation vers le complexe

ouvert.

Ensuite, 'ARN polymérase incorpore les deux premiers nucléotides +1 et +2 jusqu’a former un
transcrit d’environ 10 nucléotides. Ce petit transcrit a pour conséquence de déstabiliser le complexe
et de permettre la dissociation du « core » et du facteur o (Mooney et al., 2005; Murakami et al.,

2002). Ainsi, la transcription se poursuit avec le complexe d’élongation correspondant au « core ».

A la fin de la transcription, il a été mesuré que 'ARN polymérase incorpore environ 25 a 65
nucléotides par seconde in vivo chez Escherichia coli (Epshtein and Nudler, 2003). La bulle de
transcription d’environ 17 pb migre en un complexe d’élongation permettant 'accés au brin

complémentaire de fagon constante. Au cours de I'élongation, 'ARN polymérase effectue des
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pauses ponctuelles réversibles approximativement tous les 100 nucléotides (Kireeva and Kashleyv,
2009).

L’élongation de la transcription se termine lorsque le complexe d’élongation est déstabilisé par les

terminateurs qui le perturbent et libérent I'ARN :

- La reconnaissance de la séquence rut par le facteur de transcription Rho, qui est une protéine
homohexameérique, induit la déstabilisation du complexe d’élongation et provoque la terminaison
de la transcription (Richardson, 2002).

- Lareconnaissance d’'une séquence palindromique, riche en G/C, qui est suivie d’'une série de T.
En conséquence, lors de 'ouverture de ’ADN, il y aura formation d’une tige-boucle, puis d’'un
complexe hybride de A et U instable permettant la dissociation du complexe d’élongation (Yarnell
and Roberts, 1999).

V.2. La traduction chez les procaryotes

La traduction chez les procaryotes est initiée par le ribosome qui effectue la synthése biologique des
protéines a partir de TARNm. Les ribosomes sont constitués de deux sous-unités, 50S et 30S, qui
s'emboitent I'une dans l'autre et travaillant ensemble lors de la synthése des protéines afin de

traduire 'ARNm en une chaine polypeptidique.

Chez les procaryotes, la sous-unité 30S contient un ARNr (ARN ribosomique 16S) d’environ 1500

nucléotides, tandis que la sous-unité 50S contient deux ARNr 5S et 23S.

L'absence de membrane nucléaire séparant physiquement I'ADN chromosomique de
I'environnement cytosolique conduit a reconnaitre que la transcription et la traduction sont couplées
dans l'espace et dans le temps chez les bactéries et les archées. Le couplage transcription-
traduction se produit lorsque les ribosomes se lient aux ARNm naissants et qu’ils commencent a les
traduire alors que la transcription est encore en cours, cela forme ainsi un complexe « RNAP-ARNmM
naissant-ribosome ». (Kohler et al., 2017). Le ribosome se lie au site de liaison du ribosome (RBS)

de 'ARNm dés qu'il émerge de I'ARN polymérase (figure 45).
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Figure 45 : Organisation du site de liaison du ribosome (RBS)

Le codon d'initiation de traduction qui se lie fMet-tRNA est en gras et souligner. En rouge la séquence consensus Shine-
Dalgarno qui est complémentaire de la séquence complémentaire anti-SD de 'ARNr 16S en bleu et l'interaction entre les
deux par un trait en pointillé cyan. En rose est indiqué I'extrémité 3-end de 'ARNr 16S. Les deux fleches indiquent les
distantes entre les le codon d'initiation et la SD en noir ou la longueur de la SD en bleu.

Les ARNm sont souvent polycistroniques chez les procaryotes, de sorte que les ribosomes doivent
trouver d’'une part les codons de départ internes et d’autre part, celui qui est le plus proche de
I'extrémité 5' (Ma et al.,, 2002). La complémentarité des nucléotides entre la queue de I'ARN
ribosomique 16S et une région située immédiatement en amont du codon de départ est un
mécanisme qui aide les ribosomes procaryotes a trouver le bon codon de départ. Cette région,
appelée la séquence Shine-Dalgarno (SD), se situe entre quatre a dix bases du codon d’initiation
avec un idéal a 7 bases. La séquence SD est une séquence qui se compose de quatre a six
nucléotides (Ma et al., 2002; Shine and Dalgarno, 1975, 1974). La séquence SD est reconnue par
'extrémité 3’ de I'ARNr 16S qui présente la séquence complémentaire. La séquence SD la plus
courante est *AGGAGG et celle de l'extrémité 3' de ARNr 16S contient la séquence
CACCUCCUUA? qui peut s'hybrider avec la séquence SD (Amin et al., 2018).

L'élongation de la chaine polypeptidique implique I'ajout d'acides aminés a I'extrémité carboxyle de
la chaine en croissance. La protéine en croissance quitte le ribosome par le tunnel de sortie du

polypeptide dans la grande sous-unité (Mitra et al., 2005).

Dans des conditions de croissance optimales, les ribosomes de Escherichia coli traduisent 14 a 17
acides aminés par seconde (Proshkin et al., 2010; Young and Bremer, 1976; Zhu et al., 2016). Cela
signifie qu'ils transloquent environ 42 a 51 nucléotides par seconde le long de 'ARNm en cours de
traduction. Ainsi, les taux de transcription et de traduction de I'ARNm sont bien adaptés. Les taux
de traduction et de transcription varient en fonction des conditions de croissance, néanmoins les
taux des deux processus restent coordonnés (lyer et al., 2018; Proshkin et al., 2010; Vogel and
Jensen, 1994).

Le ribosome traduit les codons de 'ARNm jusqu'a ce que le ribosome atteigne un codon d'arrét sur
I'ARNm (UAA, UGA ou UAG).
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V.3. Controle transcriptionnel chez les IS
V.3.1. Promoteurs endogénes

De nombreux promoteurs endogénes décrits qui dirigent I'expression de la transposase d’IS sont en
fait souvent inefficaces ou peu efficaces. De plus, les promoteurs endogénes sont généralement
localisés partiellement dans les séquences IR de I'élément, ce qui peut provoquer une régulation de

I'expression lors de la fixation de la transposase a ces IR.

Lors de la formation de l'intermédiaire circulaire de I'élément 1IS977 au cours de la transposition, les
deux séquences IR terminales sont liées (Duval-Valentin et al., 2001). Il a été mis en évidence que
la synthése de la transposase est généralement pilotée par un promoteur faible appelé Prr., ce
dernier se localise a I'extrémité gauche (IRL). Lors de la formation d’un intermédiaire circulaire de
transposition, la jonction circulaire crée un promoteur fort appelé Pjunc. Ce dernier est 30 a 50 fois
plus puissant que le promoteur endogéne Pir.. La boite -35 du promoteur est située a l'extrémité
droite (IRR) et la boite -10 a I'extrémité IRL pour le promoteur Pjnc (Ton-Hoang et al., 1997). En
outre, l'inactivation du promoteur Pjunc par mutagenése a fortement réduit la transposition de I1IS911
in vivo (Duval-Valentin et al., 2001). Cette caractéristique a également été identifiée dans les formes
circulaires d'lS492 de la famille IS770 (Perkins-Balding et al., 1999).

Enfin, il a été démontré que les éléments IS10, IS50 et IS903 portent des méthylations DAM proches
des promoteurs endogénes ou les chevauchant, entrainant une régulation de I'expression de la
transposase (Derbyshire and Grindley, 1992; Roberts et al., 1985; Tomcsanyi and Berg, 1989).
Lorsque les sites sont entierement méthylés, le promoteur est inefficace. A contrario, lorsque le site

est hémiméthylé, le promoteur est plus actif.
V.3.2. Promoteurs transitoires

Les IS peuvent aussi contenir des séquences promotrices permettant I'expression des génes en

aval (figure 46) :

- Soit les IS forment un promoteur hybride lors de l'insertion avec la boite -35 dans I'lS et la boite
-10 dans la séquence d’ADN adjacente.
- Soit les IS ont un promoteur complet comprenant les boites -35 et -10 dans une des extrémités

de I'lS, ce promoteur étant appelé Pout pour « outward-oriented promoters ».
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Figure 46 : Augmentation de I'expression du géne tnpA ou activation des genes par l'insertion d'une 1S

Created with BioRender.com
a) Promoteur classique d’un gene bactérien avec le géne en gris, en vert la séquence du chromosome ou plasmide et en
rose les éléments -35 et -10.
b) Promoteur hybride formé par I'apport de I'élément -35 en bleu de I'lS en orange et sont +1 en gris.
¢) Promoteur Poyrt est I'apport d’un promoteur complet par l'insertion d’une IS.
d) Promoteur transitoire fort créé dans l'intermédiaire circulaire de transposition, ou I'élément -35 (rouge) et -10 (marron)
snt fournis par I'extrémité IRR et IRL lors de la jonction (rouge/noir), respectivement. Ce qui permet de sur-exprimer

transitoirement la transposase (vert) située en aval.

IS71490, 1S30, 1S257, 1S2, I1IS911, 1S982, ISVa1 et ISCR1) (Brookfield, 1989; Craig et al., 2002;
Lallement, 2018; Mahillon and Chandler, 1998).

Outre des fonctions du métabolisme ou de virulence (Bongers et al., 2003; Coleman et al., 2014;
Han et al., 2011; Lépez de Felipe et al., 1996; Wood et al., 1991), il a été montré que la formation
de ce type de promoteurs permettait I'expression de nombreux génes de résistance aux

antibiotiques :

- L'élément IS18 est capable d'activer I'expression du géne silencieux aac(6')-lj de Acinetobacter
sp., ce qui confére une résistance aux aminosides (Rudant et al., 1998),

- Linsertion de I'élément IS2 chez Escherichia coli permet I'expression du géne acrEF qui confére
une résistance aux fluoroquinolones (Jellen-Ritter and Kern, 2001),

- Linsertion de I'élément 1S256 en amont du géne mecA a augmenté la transcription de ce géne,
ce qui confere une résistance a la méticilline chez Staphylococcus sciuri (Couto et al., 2003),

- Lélément 1S257 confére une résistance au triméthoprime chez Staphylococcus aureus

(Leelaporn et al., 1994),
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- Lélément [ISEcp1B, associé au géne blactxm, permet une résistance aux
B-lactamines (Lartigue et al., 2006),

- Les éléments IS7 et IS10 chez Salmonella enterica permettent une surexpression de I'opéron
acrEF qui confere une résistance aux fluoroquinolones (Olliver et al., 2005),

- Les promoteurs Pcry.1 et Pcri-2de I'élément ISCR1 sont impliqués dans I'expression des génes
en aval blactx.ug et dffA19 qui conférent une résistance aux B-lactamines et au triméthoprime

(Lallement et al., 2018), respectivement.

D’autre part, la présence d’'une boite -10 a également été détectée dans I'extrémité gauche de
plusieurs éléments. Lors de linsertion de I'lS, la combinaison de la boite -10 avec la boite -35,
résidant dans I'extrémité droite ou dans 'ADN adjacent, peut générer un promoteur efficace. Il a été
démontré que ce type de promoteurs pouvait aussi étre formé par les intermédiaires circulaires,
comme cela a été démontré avec 1IS917 (Duval-Valentin et al., 2001; Ton-Hoang et al., 1997).
L’intérét de la formation d’'un promoteur transitoire au sein de l'intermédiaire circulaire d’une IS est
de permettre une forte expression de la transposase et de générer une augmentation conséquente
de l'activité de transposition et donc son insertion (Duval-Valentin et al., 2001; Lewis et al., 2004;
Reimmann et al., 1989). De nombreuses IS ont adopté ce mécanisme comme 1S2, 1S21, 1IS30, 1S492
et IS911 (Craig et al., 2002).

V.3.3. Terminateur de transcription

Chez de nombreuses IS, il n’est pas rare de trouver des séquences semblables aux signaux de
terminaison de la transcription dans de nombreux génes tnpA comme chez IS71, 1IS2, 1S3, IS5, IS30
(Berg et al., 1989)... En outre, il a été démontré des fréquences de transpositions réduites pour les
transposons Tnb et Tn9, ainsi que pour les séquences d'insertion IS7 et IS5 chez Escherichia coli
K-12 qui portent une mutation dans Rho (Datta and Rosner, 1987). De surcroit, de nombreuses IS
portent le domaine catalytique dans la région C-terminale de la protéine. En conséquence, lors de
la troncature de I'ARNm par un terminateur « prématuré », la transcription peut conduire a la
production d'un fragment N-terminal de la transposase. Ce fragment peut alors agir comme un

composant régulateur de la transposition de I'lS.

Certaines IS ne possédent pas de codon de terminaison et la transcription continue alors au-dela
de I'extrémité de I'lS dans 'ADN flanquant en aval comme décrit chez les éléments 1S240C, 1S427
et ISMk1.

V.3.4. Protection contre la transcription « impinging »

De nombreuses IS ont développé des mécanismes qui atténuent leur activation en entravant la
transcription apres leur insertion dans des génes hétes actifs. Le « impinging » de la transcription

est un mécanisme d’interférence transcriptionnelles qui pourrait résulter de la perturbation des

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 116
Licence CC BY-NC-ND 3.0



complexes entre I'extrémité de I'lS et la transposase (Berg et al.,, 1989). Ce phénoméne a été
observé dans le cas de I'lS17, puis chez le phage Mu et plus tard chez I'élément I'lS50 (Berg et al.,
1989; Chandler and Galas, 1983a; Goosen and van de Putte, 1986; Machida et al., 1982).

V.3.5. Couplage transcriptionnel

Chez les IS bactériennes, un décalage de cadre de lecture peut se produire au niveau de la
transcription. Nous parlons d’'un mécanisme de glissement transcriptionnel qui pourrait étre

relativement fréquent chez les IS (Baranov et al., 2006, 2005).

Au cours de la transcription, il peut y avoir des séquences d'ADN homopolymériques comme
AAAAAAAAA et I'ARN polymérase peut alors glisser. Lors de ce glissement, ’ARN polymérase peut
insérer des nucléotides non prévus dans la chaine d'ARNm en cours de transcription. Il en résulte
une population d'ARNm dont la séquence se trouve en aval du site de glissement dans les trois

phases de lecture possibles par rapport a la région en amont du site de glissement.
V.3.6. Stabilité de 'ARNm

L’élément IS5 présente deux orfs, la premiere de 978 pb et la seconde de 324 pb, transcrites a partir
des promoteurs Ps; et Pss (Rak et al., 1982), respectivement. Ces deux génes sont transcrits dans
des directions opposées comme dans le cas d’ARN antisens. RAK et al. ont démontré que ces deux
orfs étaient transcrits et traduits. Il a été supposeé que le petit orf pouvait avoir un contréle négatif sur
les modalités de transposition de I'élément. De plus, leurs résultats indiquent que 'ARNm de la

transposase de I'IS5 est instable, ce qui pourrait avoir un impact sur I'efficacité de la transposase.
V.4. Contréle de la traduction des IS
V.4.1. ARN antisens

La synthése d'ARN anti-sens a été démontrée chez I'élément IS70. En effet, chez cet élément trois

promoteurs sont présents (Simons et al., 1983) :

- Puw: promoteur du géne de la transposase d'lS 10 qui est intrinséquement faible ce qui contribue
a la faible fréquence de la transposition d'1S10 in vivo,

- Py promoteur faible

- Pour: promoteur fort situé juste a I'opposé de P, qui pourrait inhiber la transcription de Py en
Cis.

Il convient de préciser que le promoteur Poyr produit un ARN court d’environ 70 nucléotides appelé

« ARN-OUT » (Case et al., 1989). Cet ARN est trés stable. L'ARN-OUT se replie en un « domaine

tige » duplexé et surmonté d'un « domaine boucle » faiblement apparié. L'appariement est initié par

I'interaction de la boucle ARN-OUT avec I'extrémité 5' de 'ARN de la transposase, ce qui permet de
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séquestrer les signaux d'initiation de la traduction (Case et al., 1989) et bloquer la liaison avec le

ribosome (Case et al., 1989).

Une configuration similaire a été identifiée chez I'élément IS30 de Escherichia coli (Arini et al., 1997).
En effet, cet élément présente deux promoteurs. Le promoteur Pspa qui contréle I'expression du géne
de la transposase et le promoteur Psoc, localisé sur le brin opposé, qui code un transcrit de 150
nucléotides. Bien que le mécanisme ne soit pas entierement décrypté comme pour 'élément 1S 710,
le transcrit a partir du promoteur P3oc est complémentaire a ’ARN de la transposase chez I'élément
IS30 (Arini et al., 1997). De plus, 'augmentation de l'activité du promoteur P3oc entraine une

diminution de la fréquence de transposition de I'élément 1S30.
V.4.2. ARNm sans leader

Il a été montré que le promoteur de I'élément IS 186 était un promoteur relativement fort. Cependant,
le niveau de production de la transposase de cet élément est faible malgré ce promoteur fort (Keller,
1996). lls ont montré que la traduction devait étre initiée a I'extrémité 5’ de 'ARNm bien que aucune
séquence SD évidente ne soit présente. Ainsi, le taux de traduction de ce transcrit sans leader n'était
que de 1,6 % comparativement a celui du géne lac, ce qui expliquerait la faible capacité de IS786 a

transposer.
V.4.3. Séquestration des signaux d'initiation de la traduction

La séquestration des signaux d'initiation de la traduction dans une structure secondaire de 'ARNm
a été observée chez les éléments IS10 et IS50 dont les séquences IR contiennent la SD et le codon
START de traduction du géne de la transposase. Ainsi, il a été démontré que lors de la transcription
par la présence d’'un promoteur externe en amont de I'extrémité IR cela entraine une séquestration
des signaux d'initiation de la traductio issue de la formation de structure secondaire (Davis et al.,

1985; Krebs and Reznikoff, 1986). Ceci a été suggéré chez I'élément IS70.
V.4.4. Couplage traductionnel

Le couplage traductionnel agit lors de I'élongation de la traduction par le ribosome. Ce mécanisme
implique un décalage programmé des cadres de traduction entre deux orfs. Concrétement, il s’agit
d’un décalage de -1 du cadre de lecture dans lequel le ribosome en cours de traduction glisse d'une
base vers I'amont et reprend en phase alternative. En outre, pour effectuer ce glissement, il existe
généralement la position des codons dits glissants dans une séquence heptanucléotidique de la
sorte : X XXX XXY (X et Y présentent 2 bases nucléiques différentes). Lors du glissement du

ribosome, celui-ci se lit comme suit : XXX XXY N (N présente un des quatre acides nucléiques).

Lors d’une analyse approfondie, il a été mis en évidence que la séquence heptanucléotidique °A

AAA AAG est couramment retrouvée chez les IS et démontrée comme signal de glissement chez
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IS1 (Chandler and Fayet, 1993; Sekine and Ohtsubo, 1989). Néanmoins, il existe d'autres
séquences de glissement, comme °*C CCA AAG ou °G GGA AAG, qui sont fréquemment retrouvées
chez les IS1 et IS3 (Sharma et al., 2014).

Dans la littérature, il existe de nombreux exemples dans lesquels le couplage traductionnel est

suspecté (Siguier et al., 2015) :

- Chez de nombreux membres de la famille IS27, le codon de terminaison de I'istA et le codon
d'initiation de 'istB se chevauchent.

- Chez I'élément 1S66, le codon de terminaison de tnpA et le codon d'initiation de tnpB se
chevauchent (ATGA).

- Chez I'élément IS71167, le cadre de lecture pourrait étre réparti entre deux orfs consécutifs par
le chevauchement des codons d'initiation et de terminaison (ATGA).

- Chez de nombreux membres de la famille 1S605, les génes thpA et tnpB se chevauchent

légérement suggeérant un couplage traductionnel.
V.5. Les autres niveaux de régulation des IS
V.5.1. Contréles post-traductionnels

Dans la littérature, il existe trés peu de données par rapport & des mécanismes de régulation post-
traductionnels telle que la protéolyse. Chez I'élément 1S903, il a été suggéré que la protéolyse
pourrait étre impliquée dans la génération de fragment régulateur de la transposase (Derbyshire et
al., 1990). Enfin, 'activité de la transposase du bactériophage Mu est instable. Celui-ci nécessite la
synthése de la protéine tout au long du cycle lytique du bactériophage (Pato and Reich, 1984), la
transposase étant également instable au cours de ce cycle (Gama et al., 1990). Gama et al. ont
émis I'hypothése selon laquelle l'inactivation fonctionnelle de la protéine n'est pas simplement le
résultat de sa protéolyse, la possibilité d’'une autre régulation post-traductionnelle est ouverte, telle

que l'intervention d’'un compétiteur (Gama et al., 1990).
V.5.2. Réle des facteurs de I'hbte

L'activité de transposition est frequemment modulée par divers facteurs de I'héte : soit par des
protéines chaperons, soit par la réponse SOS, soit par des facteurs de 'ADN, soit par d’autres

facteurs.
Différentes protéines chaperons ont été impliquées dans la régulation d’IS :

- La protéine Hfq est impliquée dans la régulation de la transposition chez le transposon Tn10 et
I'élément IS 70 en se fixant sur le site RBS de I'ARNm de la transposase (Ellis et al., 2015b; Ross
etal., 2013).
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- Les IHF (integration host factor) sont impliquées dans la régulation de la transposition de
'élément IS 7 et du transposon Tn10 (IS710) en se fixant sur les sites de liaison IHF (Chalmers et
al., 1998; Gamas et al., 1985; Signon and Kleckner, 1995).

- Les protéines de structuration du nucléoide, de type histone H-NS, jouent également un rdle
dans la mobilité de certaines IS. En effet, il a été démontré chez le transposon Tn70 et Tn5 que
H-NS induit le dépliage du transpososome pour favoriser les échanges intermoléculaires (Ward
et al., 2007; Wardle et al., 2009, 2005; Whitfield et al., 2009). Un tel mécanisme a également été

suggéré pour lI'assemblage du transpososome 1S 7 (Shiga et al., 1999).

La réponse SOS pour « Save Our Souls » est une réponse cellulaire aux dommages a 'ADN. Le
systeme SOS inhiberait la transposition du transposon Tn5 et de I'élément IS50 (Kuan and Tessman,
1991; Weinreich et al., 1991). Le promoteur P+, codant la transposase rcr1 de I'élément ISCR1, est

aussi sous la dépendance de la réponse SOS (Lallement, 2018).

La protéine DnaA de Escherichia coli permet l'initiation de la réplication chromosomique (Fuller and
Kornberg, 1983; Funnell et al., 1986; Hirota et al., 1970). Chez le transposon TnJ, il a été démontré
que la protéine DnaA était capable de reconnaitre les extrémités extérieures du transposon (Fuller
et al., 1984; Reznikoff, 1993) :

L'activité polymérase, I'ADN gyrase et 'activité exonucléase 5' a 3' de I'ADN polymérase | sont
nécessaires a la transposition du transposon Tnb (Sasakawa et al., 1981; Isberg and Syvanen,
1982).

L'« Acyl carrier protein » (ACP) stimule le clivage de l'extrémité 3' du transposon chez le

transposon Tn3 (Maekawa et al., 1996).

Le facteur GTP (Guanosine TriPhosphate) était nécessaire pour la transposition de I'élément 1IS903

et du transposon Tn552 chez Escherichia coli (Coros et al., 2005; Twiss et al., 2005).

Le facteur oS (RpoS) en phase stationnaire régule positivement la transposition du transposon

Tn4652 en phase stationnaire chez Pseudomonas putida (llves et al., 2001).
V.5.3. Role des facteurs environnementaux

Il a été démontré chez de nombreuses IS que la température semble étre un facteur clé de la

transposition :

- Une température de 40°C favorise la transposition de I'élément ISEcp 1B qui est associé au géne
de résistance blacrx-u-2, (Lartigue et al., 2006)

- Une température de 42°C réduit la transposition de I'élément IS7 (Reif and Saedler, 1975),

- La transposition de I'élément IS30 et le transposon Tn3 sont optimums a environ 30°C
(Kretschmer and Cohen, 1979).
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- Latempérature a laquelle la fréquence de transposition la plus élevée a été observée varie entre
la température ambiante et 30°C pour les transposons Tn21, Tn501, Tn1721, Tn2501 et Tn3926
(Turner et al., 1990).

Chez d’autre IS, la température joue sur les quantités de protéines. En effet, chez IS911, Haren et
al. ont démontré que la production des protéines est fortement réduite a 42°C par rapport a 37°C
(Haren et al., 1997). En revanche, la réduction de la température a 30°C entraine une augmentation

significative de la production.

De plus, il a été mis en évidence que ces changements de température impactaient I'état de
méthylation du transposon Tam3 (Hashida et al., 2003). En effet, une température plus élevée
entrainait une hyperméthylation, tandis qu'une température plus basse entrainait une méthylation

réduite.

Enfin, il a été démontré chez deux éléments (ISDra2 et Tn1) que les irradiations augmentaient
significativement la fréquence de transposition de ces éléments (Eichenbaum and Livneh, 1998;
Mennecier et al., 2006). Ceci peut étre expliqué par les dommages a I'ADN causés par les

irradiations.

Il ressort de ce qui précéde que :

> L'activité de transposition est modulée par différents facteurs au niveau
transcriptionnel ou traductionnel de la transposase.

> La transposition est régulée par des ARN antisens ou des protéines.

> Lactivité de transposition est fréquemment modulée par divers facteurs de I'hbte.

> Les facteurs environnementaux impactent l'activité de transposition, telles que la

température ou lirradiation...

La régulation peut donc intervenir soit par I'élément lui-méme, soit par I'héte, soit par

I’environnement.
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Objectifs de thése

Bien qu’ils soient trés fréquemment retrouvés a proximité de génes de virulence et/ou de génes de
résistances aux antibiotiques, les membres de la famille IS91/ISCR demeurent trés peu caractérisés
notamment ne ce qui concerne les modalités de leur transposition, I'expression et la fonctionnalité
de leur transposase. Les derniers travaux datent du début des années 2000 pour I'élément IS97,
paradigme de la famille IS97/ISCR. De plus, contrairement aux autres éléments de la famille, 1IS91
présente une orf supplémentaire, appelée orf121, dont le rdle n’était pas connu au début de ce

travail.

C’est pourquoi, afin de mieux appréhender les fonctionnalités des éléments de la famille IS91/ISCR,

nous avons défini les objectifs suivants :

> Etude in silico de la diversité des éléments (IS97, I1S801, 1IS71294b) et du rdle d’orf121 dans la
mobilité de I'élément 1S9,
> Etude structurale de la transposase 1S97,

> Etude de la transposition d’autres éléments de la famille IS97 : ISCR et ISKpn22.
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Partie I. Etude in silico de la diversité des éléments (1S91,1S801, 1S1294b) et du role d’orf121

dans la mobilité de I’élément 1IS91

Jusqu'a présent, aucune analyse des bases de données n'avait été réalisée pour identifier les
différentes isoformes et les sites cibles d'insertion des éléments de la famille 1S917, actifs en
transposition. Ainsi, nous avons répertorié et analysé la diversité des éléments 1S97, 1IS8071 et
IS1294b a partir de données de la GenBank®.

Concernant I'ensemble des éléments de la famille IS971, seul I'élément IS97 posséde un géne
supplémentaire, appelé orf121 dont le codon de terminaison de l'orf1271 chevauche le codon
d'initiation du géne de la transposase, tnpA (*TGATG). Ainsi, ces deux génes auraient la possibilité
d’étre couplés sur le plan transcriptionnel et traductionnel par le chevauchement d'un seul

nucléotide.

Mendiola et al. ont mené des expériences de mutagenése dans le géne tnpA. lls ont montré que les
éléments mutés étaient non transposables (Mendiola et al., 1992) et qu’il existait une différence
significative dans la spécificité d’insertion en I'absence de orf121. En revanche, lorsque orf121 était
muté, la fréquence de transposition n’était pas significativement différente. lls ont donc conclu que
le géne orf121 n’affectait pas la fréquence de transposition mais qu’il modifiait la spécificité de la
cible (Garcillan-Barcia et al., 2002).

De ces résultats, il ressort que orf121 est dispensable pour la transposition. Il convient toutefois de
souligner qu’aucune fonction n'a été attribuée a la protéine Orf121 dans le processus de

transposition de 1S91.

Nous avons donc réalisé un travail expérimental afin de caractériser les interactions possibles entre
Orf121 et TnpA.

Ce travail a fait I'objet d’'un manuscrit qui sera soumis prochainement.

1.1. L'orf121 codé par 1S91 régule négativement la transposition d'IS97
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INTRODUCTION

Mobile genetic elements (MGEs) are major contributors to the spread of bacterial multidrug
resistance bacterial strains, posing a global threat to human, animal and environmental health (for
recent reviews, see [1,2]). They include genetic elements able to transfer between bacterial cells (such
as transmissible plasmids and integrative conjugative elements), and transposable elements (TE)
involved in intracellular mobility (such as insertion sequences (IS), transposons and gene cassettes
from integrons). TE act by both promoting dissemination of and activating neighboring antibiotic
resistance genes (ARG). The IS9/ family represents an atypical IS family for which only four
members have been shown active in transposition to date: the canonical IS9/ element [3], IS801 [4],
IS7294 [5] and IS1294b, which is very close to IS7294 (95% identity) [6]. These IS are usually
associated with virulence and antibiotic resistance genes. They encode a transposase belonging to the
HUH superfamily of single-strand nucleases [7], and are presumed to transpose by a rolling-circle
(RC) mechanism [8], but their contribution to genes dissemination is unclear.

In place of terminal inverted repeats (IR) classically found at IS boundaries and framing the
transposase gene tnpA, the IS9/ family displays two functionally distinct ends: the orilS sequence
where transposition initiates and the ferIS end where transposition terminates [9]. Nevertheless, for
IS91 and IS7294, termination fails at a frequency of about 1 to 10% [5,9] and from 1.7% to 14% for
IS71294b [6], leading to the capture of DNA fragments adjacent to the ferIS end, a process known as
one-ended transposition (OET). Therefore, IS9/-like elements may play a significant role in the
dissemination of bacterial virulence or antibiotic resistance genes adjacent to IS9/ elements [9—11].

IS917 family members do not generate target site duplications (TSD) upon insertion, but display target
sequence specificity. The recognized target for 1S9/, IS801, 1S1294 and 1S7/294b insert is a
tetranucleotide, 5’-CTTG or -5’-GTTC [5,6,12,13].

The orilS side of IS801 and 1S9/ contain two imperfect subterminal palindromes, whereas IS7294

and IS7/294b have only one presumed palindrome (figure 1). The terIS side contains a single
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imperfect sub-terminal palindrome flanked by the cleavage site, which differs between 1S9/ (5'-
CTCQG) and the other three elements (5'-GTTC).

Previous studies showed the in vivo formation of single-stranded (ss) and double-stranded (ds) 1S9/
circular intermediates during the IS9/ transposition. Both ssDNA and dsDNA carried a junction in
which ori91 and ter91 were abutted [14]. However, it is not yet clear which of these intermediates
are functional in the IS9/ transposition pathway.

Unlike all other IS9/ family members, IS9/ carries, upstream the tnpA transposase gene, a second
orf potentially encoding a 121 amino acids polypeptide, named orf7121. The termination codon of
orf121 overlaps the initiation codon of the tnpA gene, suggesting that the expression of both proteins
may be coupled. Mutations in orf121 did not affect transposition frequency but appeared to only alter
the choice of the insertion target [15]. To date, no function has been attributed to the orf121 protein
in the transposition process of IS91.

Herein, we studied whether orf121 product plays a role in the transposition of IS9/ into the E. coli
host. Using a genetic system based on mating-out procedure, we showed that the induction of the
expression of orf121 has an inhibitory effect on the in vivo transposition of IS9/. We demonstrated
that the expression of the two genes orf121 and tnpA were coupled, and that the overlap between the
two genes is necessary for the transcription of tnpA. We also showed that only the ssDNA circular
intermediates can be inserted into a new target sequence and that orf721 has no impact on the choice
of the target site. In addition, we showed that induction of orf121 expression strongly decreases the
OET rate, suggesting that the ORF121 protein may be required for accurate recognition and cleaving

of the terIS91 end.
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RESULTS

orfl121 is present and highly conserved in the IS9/ element

When we initiated this work, no database analysis was available to assess the diversity of the different
isoforms and the target insertion sites of the active members for transposition of the IS9/ family. For
this analysis, we have chosen to study the elements 1S9/, IS80/ and 1S/294b because the elements
1S71294 and IS1294b are very close and IS7294b has been better characterized. We performed an in
silico analysis and identified 134 isoforms, 225 isoforms and 35 different isoforms for IS917, IS1294b
and IS801, respectively.

These different isoforms were mainly found in animals (48.8%) and Homo sapiens (23.4%) for IS91/,
although any origin was mentioned for 25.5% of the isoforms (table S1). IS/294h was found in
animals (14.5%) and Homo sapiens (26.2%) and the origin was unknown in 52.4% of cases. For
IS801, when the origin was mentioned, it was found exclusively in plants.

IS91 and IS1294b were found predominantly in Enterobacterales (99.6 % and 100 %, for IS9/ and
IS71294b, respectively) with a majority in Escherichia coli (75% and 52.8%, for 1S9/ and IS1294b,
respectively) followed by Salmonella enterica for IS91 and Shigella spp for IS1294b (table S2). IS801
was found exclusively in Pseudomonas species.

IS91 and IS1294b were mainly found on plasmids and mostly in a single copy (72.62% and 65.77%,
respectively) (tables S3 and S4). More than half of the plasmids identified were of the IncFII type
(table S5).

Target insertion sites for the different isoforms showed similar profiles, with a preference for the two
sites 5'-GTTC or 5'-CTTG, followed by 5'-CTCG for IS9/ and IS7/294b, or 5'-GTCC for IS801 (table
S6). All the target sites always have a T in the second position. The cleavage site tetranucleotides are
in the majority 5'-CTCG for IS91 and 5'-GTTC for IS1294b and IS801, as previously described.
Analysis of the different isoforms of IS9/ showed that the overlap between the orf121 and tnpA genes

was well conserved, being present in 79% of cases. For the remaining isoforms, the loss of the overlap
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was due to either insertions or deletions in the homo-polymeric regions of the orf121 sequence (figure

S1).

Both orf121 and tnpA genes are expressed from the P,,s2; promoter

We first investigated the transcriptional expression level of orf121 and tnpA in their natural
configuration within the IS91 element (table 1). Using BPROM (http://www.softberry.com; [16]) we
identified putative 6’° promoters and Shine-Dalgarno (SD) sequences for orf121 and tnpA (see figure
2). The activity of the two predicted promoters P;,s and P,s2; was determined by using
transcriptional fusions to /acZ with the lacZ ribosome binding site (RBS) (plasmids pCP65 and
pCP66, Table 2). The resulting p-galactosidase activities indicated that P,.2; is functional and
stronger than P4 (62-fold increase) (figure 3a).

To better understand the expression of the two genes orf121 and tnpA in a natural configuration and
the importance of the overlap between the stop codon of orfl2] and the start codon of tnpA, we
measured the B-galactosidase activity of four constructs with either one (Ps,p4) or two of the predicted
promoters Pos12:::0rf12 1 (pmpa) 1n the presence or absence of the overlap (Table 2). In these conditions,
the promoters Po,12; and Py are associated with their own native RBS sequence. The resulting -
galactosidase activities where lower compared to the ones with the RBS of lacZ (figure 3b). The
activity of Pyp4 was very low (< 1MU) and it increased in the presence of orf121 (Poyf121::0rf12 1 (pinpa))
in both conditions with or without the overlap orf121-tnpA. Nevertheless, in the absence of the
overlap, the activity of Pos21::0rf12 1 pmpayA-1 decreased by a 2.28-fold factor.

Finally, to better understand the role of each promoter, we constructed mutants of Pos12; or Pypa in
the presence of the overlap. We introduced mutations in orf721 without impacting the amino acid
sequence. The mutations were in the -10 box for Py,s12/ (5'-TATAAA to 5'-CGCGAA) and in the -35
box of Pups (5-TTGCCG to 5'-TGGCGG). The activity drastically decreased 14.76-fold when the
Pors121 was mutated while the decreased, although significant, was less important when Py,,4 was

mutated (2.46-fold) (figure 3c¢).
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Altogether, these results suggest that the transcription of the tnpA4 gene arises mainly from the Po,2;
promoter. Furthermore, the overlap seems necessary for the coupled transcription of orf121 and tnpA

genes.

The orf121 product down-regulates IS91 transposition into E. coli.

We then investigated whether orf721 might play a regulatory role in the in vivo transposition of IS9/.
For this purpose, we used a genetic system based on a mating-out assay in E. coli to measure the
mobility of IS9/ derivatives into the pOX38Km conjugative plasmid (see figure S2 and Materials
and Methods). We compared the transposition frequency of 1S9/ derivatives cloned into the high-
copy number pUCI18 plasmid in E. coli strains expressing in trans tnpA alone (plasmid pCP4) or
orfl21-tnpA (plasmid pCP40), under the control of the inducible P, promoter on a compatible
plasmid. We used two different IS9/ derivatives: 1S91-ter91-cm® (pCP7 plasmid), which contains a
CmR cassette flanked by ori91 and ter91 ends, and 1S91-ter91::0rf121-cm® (pCP39 plasmid) which
additionally carries orf121 under the control of its own promoter (see figure S2, figure S3 and table
1). For both IS9/ derivatives, the 1S9/ sequence includes the last 82 bp of the 1S9/ right end,
including the ori91, that have been previously shown to be sufficient for a functional transposition
[8] and the ter91 sequence corresponds to the first 89 bp including the ter91 cleavage tetranucleotide
(5’-CTCQG). Adjacent to the ori91 end, the IS9/ donor plasmids contain the 5’-CTTG tetranucleotide
necessary for cleaving and transposition. We observed a high decrease (5402-fold) in transposition
frequency with IS97-ter91-cm® when cells expressed both orf121 and tnpA, compared to tnpA alone
(2.76 x 1073 and 5.12 x 1077, respectively) (figure 4.a). With cells expressing tnpA alone with 1S91-
ter91::0rf121-cm® where orfl21 is expressed in cis, the transposition frequency was also reduced
(1.2-fold) compared to IS97-ter91-cm®. In contrast, with basal cis expression of orf121, we observed
an significant decrease (11.1-fold) in transposition frequency compared with an 1IS9/-ter91-cm®.
These results indicate that co-expressing orf121 (in cis or in trans), in addition to the transposase,

significantly decreases the IS9/ transposition frequency into the E. coli host.
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We then compared the frequency of transposition of the 1S9/-ter91-cm® derivative in E. coli test
strains expressing in trans tnpA and orfl21 under the control of two independent and inducible
promoters, Prq and Prs0-1 promoters, respectively (Figure 4b). In cells expressing orf121::Priei0-1-
Prac: :tnpA (from pAF26 plasmid) with IS91-ter91-cm®, the basal transposition frequency was 2.38 x
107 in the absence of IPTG and aTc, where both P and Preo- promoters were not expressed.
Depressing Pr«0-1 by adding anhydrotetracycline (aTc) significantly decreased the transposition
frequency by 2.3-fold compared with the condition without aTc, with a frequency of 1.05 x 1073, In
the presence of IPTG and absence of aTc, tnp4 is expressed and the transposition frequency was 1.07
x 1073, representing a 45-fold increase compared with the condition without inductor. When both
orfl121 and tnpA were expressed (presence of IPTG and aTc), the transposition frequency was 1.25 x
104, representing an 8.6-fold reduction compared with the condition when only tp4 is expressed
(IPTG-only condition). These results confirm that the negative effect observed on IS9/ transposition

is due to the expression of orf121 expression itself and not to the specific configuration orf121-tnpA.

In parallel, we quantified orf121 and tnpA transcripts (Figure 5). We showed that, when orfi21 is
expressed either in trans (1S91-ter91-cm®) or in cis (1IS91-ter91::0rf121-cm®) conditions, the mRNA
copy number of tnpA significantly decreased 6.93-fold (from 5.84 x 10? to 8.46 x 10') and 2-fold (
from 5.84 x 10% to 2.92 x 10?), respectively. In both conditions, in trans or in cis, the mRNA copy

number of orf121 were 2.21 x 10° and 2.50 x 10, respectively.

These results suggest that orf121 negatively influences tnpA transcript levels. We observed the same
trends when both genes are expressed from independent inducible promoters (orf121::Priei0-1-
Prac::tnpA) with 1IS91-ter91-cm®, the tnpA mRNA copy number was significantly reduced by 1.78-
fold when orf121 was expressed ( 1.20 x 10° vs 6.75 x 10?). In the same construction, the mRNA
copy number of orf121 was significantly increased by 1.26-fold in the presence of both inducers than
in the presence of aTc-only condition, the numbers copies improve from 2.65 x 10! to 3.33 x 10! (p-

value = 0.008).
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We then quantified TnpA and Orfl121 products. We used a His-tagged TnpA or ORF121 proteins
(either a His6-tag in the N-ter of Orf121 and/or in the C-ter of TnpA) in mating-out conditions and
performed Western-immunoblotting. Orf121 was detected only in the soluble part and TnpA was
found in the inclusion bodies. The presence of Orf121 and TnpA proteins was confirmed by mass

spectrometry (see figure S4).

We first checked that the addition of the His-tags did not affect the transposition frequencies (see
figure S5). We observed that when orf121 and tnpA are under the control of a same promoter
Prac::orfl2 I1tnpA* (plasmid pAF2) the quantity of TnpA decreased by a 4.1-fold factor (4.88 AU)
(figure 6). Interestingly, the quantity of TnpA was similar, at around 20 AU (Arbitrary Units), with
orf121%*::Priei0-1-Prac::tnpA* (plasmid pAF34,* indicate localization of His-tag) in the presence of
IPTG and whether or not aTc, and Pru.::tnpA* (plasmid pAF4) in the presence of IPTG (figure 6).
The production of Orfl121 was similar whatever the conditions of orf121 expression. These results
showed the lower production of the TnpA protein in the presence of the Orfl121 protein, suggesting

that the regulation of the coupled expression of orf121 and tnpA is at translational level.

Effect of Orf121 on in vivo insertion of IS91 circular intermediate into E. coli.

Previously, it was demonstrated that two new DNA species were formed in vivo after induction of
transposase expression in an independent manner; i.e circular intermediates of single-stranded (ss)
and double-stranded (ds) IS9/ when ori91 and ter91 were fused [17]. However, we do not know
which intermediates are functional for IS9/ insertion. We used a suicide mating assay (see figure S3;
figure S6 and Materials and Methods). The fer91-ori91 junction present in the substrates (from pCP54
or pCP55 plasmids) used for the insertion assays is shown in Figure 7a.

To test the double-stranded or single-stranded circular intermediates, we performed either a or filter
conjugations as described in materials and methods. The positive transformation control pUC18 had

a transformation frequency of 2.96 x 10%. However, whatever the double-stranded circular
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intermediate, the CmR® transformant frequency was undetectable (< 2.63 x 10) (Figure 7b) suggesting
that the dsDNA is not recognized. For experiments with ssDNA, we first observed that, as expected,
when we used donor cells carrying the empty plasmid pSW23T (no ori9I-ter91 junction) and
recipient cells carrying Prqc::tnpA or Praci:orfl21tnpA (from plasmid pCP4, pCP40), the frequency of
CmR exconjugants was undetectable (< 2,87 x 10) (Figure 7¢). This frequency was also undetectable
when the donors carried the DNA junction in the orientation pter9/::0ri91. However, when donor
cells carried the pori91::ter91 junction and recipient cells expressed tnmpA only (Prac::tnpA), the
frequency of transposition was 3.33 x 10~°. When recipient cells expressed both orf121 and tnpA
(Prac::orfl21tnpA), the transposition frequency decreased by11592-fold (< 2,87 x 107°). We
performed the same experiment but with recipient cells expressing tnpA and orf121 under the control
of two inducible promoters (orfI21::Prii0-1-Prac::tnpA). We confirmed that the expression of
orfl21decreased the transposition frequency with the pori91::ter91 junction with a 3.6-fold reduction
(Figure 7d). Molecular analysis by arbitrarily-primed PCR (AP-PCR), of dozens of exconjugants
clones, as described in the materials and methods, enabled us to prove that all Cm® exconjugants
result from insertion of the pori91::ter91 junction into the chromosome of the recipient cell (see table
S7).

These results suggest that only the circular intermediate is activated for insertion and that the strand
used is the bottom strand, and that Orf121 negatively impacts transposition through the ability of

TnpA to insert the circular intermediate.

Orf121 is not involved in the target selection and insertion specificity of IS91.

It has been previously shown by analysing 18 transposition products that mutations in orf721 did not
affect transposition, but appeared to alter the choice of target [15]. To prove that all the Cm®
exconjugants we obtained resulted from the transposition of the IS9/ derivative into the pOX38Km
plasmid, hundreds of transposition products were molecularly analyzed by AP-PCR. The target

insertion sites were also examined for every condition. The results showed that expression of orf121
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in cis (pCP39) or in trans (pCP40) has a target site specificity similar to that of tnpA4 alone (pCP4)
(table 2a) (p value = 0.45). We did not obtain any significant difference in specificity when orf121
and tnpA were under the control of two different promoters table 2b) (p value = 0.29). These results
are in agreement with previous results suggesting that the Orf121 element is not involved in the target
selection and insertion specificity of IS91.

In addition, we analysed by AP-PCR the tetranucleotides of the cleavage sites on the fer91/ side of a
few dozen transposition events. Cleavage sites were examined only in the condition with or without
orfl21 in trans. We did not observe any change in the cleavage site (5'-CTCG) in the presence or

absence of Orf121 (table 2c¢).

The orf121 product is important for accurate recognition and cleaving of the ferIS91 end.
Previous studies have shown in IS9/ that termination at terIS fails at a frequency of around 1 to 10%
[9], allowing the capture of DNA fragments adjacent to the terIS end through OET. An analysis of
the percentage of OETs in the presence or absence of Orfl21 was carried out using the different
mating-out assays described above.

When cells expressing Prqc.:tnpA with 1S91-ter91-cm®, the percentage of OET was 53% (table 3a).
In contrast, when orf121 was expressed in cis, the percentage of OET was 28%, representing a 1.89-
fold reduction compared to the condition without orf121. However, when orf121 was expressed in
trans, the percentage of OET was 18%, representing a 2.94-fold reduction compared with the
condition without orf7121 and a 1.56-fold reduction than when orf121 was expressed in cis. We then
tested cells expressing 1S91-ter91-cm® and orf121::Priei0-1-Prac::tnpA allowing control of orf121 and
tnpA expression (table 3b). Depression of Pr.0-; by the addition of aTc significantly decreased the
percentage of OET by 2.64-fold compared to the condition without aTc, with a percentage of 11%.
When both orf121 and tnpA were expressed (presence of IPTG and aTc), the percentage of OET was
32%, a 1.5-fold reduction compared to the condition where only tnp4 was expressed (IPTG-only).

These results suggest that Orf121 may be required to accurately recognize and cleave the zerIS end.
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DISCUSSION

Currently, IS91/ is the prototype for the IS9/ family and a related family, the ISCRs, both of which
are adjacent to virulence determinants and antibiotic resistance genes [2,9,10,18-20]. These elements
therefore play a predominant role in the dissemination and expression of antibiotic resistance genes
[10,21-23]. Despite these factors, the IS91 family remains poorly characterized and there is a need
to better understand the regulation of their transposition.

We first performed an in silico analysis that revealed a large number of different isoforms for IS9/
and IS7/294b. In contrast, we detected few isoforms for the IS80/ element, and mainly in plants in
Pseudomonas spp isolates. When the genetic support was available, we found that IS97 and IS7294b
were mainly on IncFII-type plasmids. IncFII-type plasmids have a narrow host spectrum restricted to
Enterobacterales and generally associated with the propagation of antibiotic resistance [24—28]. This
is in agreement with our data as 99.8 % of the 1S9/ and IS/294b isoforms were found in
Enterobacterales. Furthermore, IS91 and IS7294b have been often described associated with or close
to antibiotic resistance genes [6,29-39] suggesting that these IS might play a role in antibiotic
resistance mobilization. We found that 1S9/ and IS/294b are generally found in a single copy,
suggesting that the mobilization cannot occur via the formation of composite transposons.
Dissemination of antibiotic resistance might then be linked to the IncFII-type plasmids dissemination
among Enterobacterales. This suggests that the diversity of antibiotic-resistance genes associated
with these IS would be limited. We did not analyze the genetic environment of the detected isoforms.
In the future, it will be useful to analyze this environment to understand better the diversity of genes
that could be mobilized. The one-ended transposition (OET) is the other possible mechanism of
antibiotic resistance gene mobilization with a transposition failing to terminate at zerIS and mobilizing
genes adjacent to the ferIS sequence.

We thus analysed the OET capacity of IS9/. We showed that termination at zerIS fails at a frequency

of approximately 50%, suggesting that members of the IS9/ family could indeed be involved in gene
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propagation, potentially including antibiotic-resistance genes and virulence genes. It has been shown
that IS9/-type elements can mobilize up to 40 kb, in the case of IS807 [40]. Previous studies with
elements of the IS9/ family have shown that zerIS termination fails at a frequency of around 1-14%
[5,6,9], allowing capture of DNA fragments adjacent to the ferIS. However, it should be noted that
our method of analysis is different. Indeed, in previous studies involving IS97 or IS7294, all the genes
were on the same plasmid. Indeed, the analysis of IS7294b was based on the sucrose counter-selection
methodology using a strategy based on the inactivation of the sacB gene presenting only few insertion
sites. In this study, we used two plasmids, the pOX38Km plasmid as a transposition reporter plasmid
with more than 1000 possible insertion sites, and IS9/-derived plasmids inserted into a high copy
number plasmid (pUC18); therefore, the IS9/-derivative is not limiting unlike the transposase which
is expressed from a pl5A-derived plasmid. enabling more transposition events to be captured.
Furthermore, under our in vivo analysis conditions, the OET mechanism could therefore be more
frequent than previously thought.

Finally, the in silico analysis showed most IS9/ isoforms had the overlap between the STOP codon
of orfi21 and the START codon of tnpA, suggesting an important role of this configuration in the
regulation of the genes expression. We first showed that both promoters were active but the Po2;
promoter was significantly stronger than the P4 promoter (62-fold). In the native configuration,
with the termination codon of orf121 overlapping the initiation codon of tnpA, we showed that both
orfl121 and tnpA are mainly transcribed from the P2, intrinsic promoter suggesting a transcriptional
coupling for the IS9/ transposase expression. This has been previously shown for IS through
transcriptional slippage [41,42]. Indeed, the orf121 sequence shows three potential RNA polymerase
slippage regions (5°-TooTTTTTTos; 5°-A192AACAAAAA20 and 5°-C35iCCCCCGCCCsg0). Such a
transcriptional coupling mechanism generates a translation coupling mechanism known as
“termination-reinitiation”. This consists of a -1 shift in the reading frame in which the ribosome
undergoing translation slips one base upstream and resumes in the alternative phase so that the

downstream gene can be translated, as shown previously for transposition in bacteria and other IS
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[43—46]. The in silico analysis is also in favor of such a regulation. Indeed, a number of the isoforms
(21%) described have deletions or insertions in the homopolymeric zones of orf121, resulting in a
truncated orf121 gene or a loss of the orfi21-tnpA overlap, that could modify the level of tnpA
expression.

Although we do not know the underlying mechanism of this regulation of orf7121, we can assume a
direct interaction between the two proteins (Orf121-TnpA) in this regulation. However, according to
the effect of orf121 expression on tnp4 mRNA copy number, we cannot exclude mRNA-mRNA or
mRNA-protein interactions or a role of orf121 in stabilizing the tnp4A mRNA.

Western-blot analysis showed a significantly lower amount of TnpA in a natural configuration than
when tnpA gene alone is expressed. These results may suggest a sequestration of translation initiation
signals resulting in a decrease in protein quantity. Such a hypothesis has been suggested in IS/0 and
IS50 [50,51], for which it has been assumed that they generate secondary structures in the mRNA
that sequester translation initiation signals of the tnpA4 gene.

Contrary to the results of Bernales et al, 1999 [15], our results showed that the Orf121 product does
not contribute to the target selection and insertion specificity of IS9/, neither alters the cleavage site
5'-CTCG. These data are consistent with the results obtained from the in silico analysis.

Previous studies on the transposition of the 1S9/ family concerned only the IS9/ and 1S7294
elements, for which two models of the CR mechanism have been proposed. The first, known as the
“concerted transposition model” or CR with coordinated strand transfer, was developed by Mendiola
et al in 1994 [8]. In this model, the transposase is dimeric and forms an initial complex that brings
together the donor and recipient DNAs, whose single-strand breaks occur at the same time. The
second model, known as the “sequential transposition model” or “peel and paste”, has been described
for IS91, 1S1294 [5,17]. This second model appears to involve a single strand circular intermediate,
as proposed for the replication of bacteriophage ¢ X174 (for recent reviews, see [52]). Previous studies
showed the in vivo formation of single-stranded (ss) and double-stranded (ds) IS9/ circular

intermediates during the IS9/ transposition [17]. Our results provide strong evidence that only the
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bottom DNA single- strand can be inserted into a target site in the orientation orilS-terlS, suggesting
that 1S9/ performs transposition based on the “peel and paste” model, in which only circular
intermediates are functional in IS9/ transposition as shown figure 8. Transfer of such an intermediate
is mediated and initiated by the transposase, through the recognition of the target insertion site. As in
the IS200/1S605 family, we can assume that the target site is not recognized directly by TnpA but by
4 bases at the foot of the hairpin in the transposition circle which undergo unconventional base pairing
with the target sequence of the ssDNA [53]. Cleavage of the recipient DNA then occurs at the 3' end
of the insertion target site, and at the tetranucleotide 5'-CTCG at the junction of the circular
intermediate orilS91::terIS91 (figure 8.f). This cleavage allows the formation of two ends with 3'OH
groups on the cleaved circular intermediate and the target DNA. This 3'OH group is capable of
attacking the 5'phosphotyrosine bond on the opposite DNA strand, allowing the IS to be inserted into
the recipient DNA strand (figure 8.g). This IS integration is completed by the bacterial replication
machinery (figure 8.h).

In this work, we showed that the IS91 family has conserved features and that the IS9/-specific orf121
has a pleiotropic role: 1) orf121 negatively influences tnpA transcription levels; ii) co-expression of
orfl21 (in cis or in trans), in addition to the transposase, strongly decreased the frequency of 1S9/
transposition; iii) the Orf121 protein has a negative effect on the insertion step; iv) orf121 improves
recognition and precise cleavage of the terIS as we observed less OET when orf121 is expressed.
Furthermore our results gained insights into the mechanism of transposition of IS9/. Further
experiments on Orfl21-TnpA interactions and the “peel and paste” transposition mechanism will
allow to continue to decipher the biological relevance+ of this IS97 family. IS9/ elements were often
described associated to antibiotic-resistance genes. The peculiarities of the regulation and

mechanisms of IS9/-family transposition would better explain their role in resistance dissemination.
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MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains, media and growth conditions.

Bacterial strains and plasmids are listed in table 1. Details of the plasmid constructs are available on
request; see figure S3, table S8 and the extended experimental procedures for schematics of the
plasmids used and further information. E. coli strains were grown in Lysogeny Broth (LB) at 37°C.
Media were supplemented with the appropriate antibiotics used at the following concentrations:
spectinomycin 50 pg/mL, kanamycin 25 pg/mL, chloramphenicol 25 pg/mL, nalidixic acid 25
pg/mL, and ampicillin 100 pg/mL. Expression of [S97 tnpA alone, or co-expression with orf121 from
the P, promoter was induced by adding 0.5 mM IPTG in the media. Expression of orf121 from the
Prrer-01 promoter was induced by adding 50 nM anhydrotetracycline in the media. Transformation of
E. coli with plasmid DNA was performed as previously described [54]. All plasmid constructions

were verified by DNA sequencing.

DNA manipulations.

PCR reactions were carried out using Phusion DNA Polymerase (ThermoScientific) to amplify the
fragments subsequently used for cloning, or Quick-Load® Taq 2X Master Mix (NEB) for all other
applications. All PCR reactions were purified using MACHEREY-NAGEL's NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up according to the manufacturer's recommendations. Insertion sites of the mini-IS91 into
pOX38Km reporter plasmid or E. coli DH5a genome were mapped by arbitrary priming (AP) PCR.
The first PCR round was performed in a final volume of 50 pl with 15 pl from single Cm® lysed
colonies as a template. The arbitrary primer (ARB1) at a final concentration of 0.8 uM was paired
with an CmR-specific primer (Cm-1005) at a final concentration of 0.8 uM and PCR was performed
as follows: 2 min 95°C, 6 cycles of 30 s 95°C, 30 s 30°C, 1 min 30 s 72°C; 30 cycles of 30 s 95°C,
305 45°C, 2 min 72°C; and finally 72°C for 5 min. The second cycle was performed in a final volume

of 50 ul with 5 pl of the purified PCR product from the first cycle as a template. A second arbitrary
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primer (ARB2) was paired with primer Cm-1049, each at a final concentration of 0.8 pM and PCR
was performed as follows: 2 min 95°C, 30 cycles (30 s 95°C, 30 s 57°C, 2 min 72°C); 72°C for 5
min. The PCR products were directly sequenced using the Ori91-1104 primer. To analyse the terIS
cleavage site, the same procedure was carried out with primer pairs ARB1/Cm-473 for the first cycle
of PCR and ARB2/Ter91-337 for the second cycle. The products of this PCR were directly sequenced
with the Ter91-276 primer.

Oligonucleotides used for PCR amplification of DNA fragments required for plasmid construction,

diagnostic PCR or sequencing are described in table S8.

In silico analysis of IS91 DNA sequences from the public database.

The amino acid sequence of the TnpA transposase encoded by IS9/ (accession number
CAD30457.1), IS80!1 (accession number CAA40540.1) and IS7/294b (accession number
AIY68271.1) was blasted with BLASTp (NCBI). For the methodology, see Figure S7. The matching
sequences were filtered to retain only those sequences for which the level of amino acid identity
(equal or) was greater than 95% for IS9/ and IS80! (including truncated TnpA). The threshold for
IS7294b was set at (equal or) greater than 98%. Corresponding nucleotide sequences in which the IS
and TnpA were partial or truncated were discarded only for IS97 and 1S/294b. For each accession
number recovered, we analysed the target insertion and clivage sites as well as data relating to the
bacterial host, the host of the IS and the genetic support. Genetic support was analysed using the
PLSDB site [55,56]. When the PLSDB site gave no results, we searched for plasmid-specific genes
(such as PsiA-B, StbA-B, RepA...) or chromosome-specific genes (such as DNAa, SeqA, DNAf) to
identify the genetic support. To define each isoform, we used a threshold of 95% nucleotide identity
over the entire IS with at least one nucleotide that differs. This data extraction was carried out on

2020-10-15 for IS9/ and on 2023-01-11 for IS807 and 1S71294b.
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Measurement of in vivo transposition frequencies of IS97 derivatives into E. coli by mating-out
assay.

Mating-out assays were performed as previously described [57]. The donor strain was JS219 [58]
carrying three plasmids: pCP7 or pCP39 (used as IS9/-Cm® derivatives donor plasmids; Amp®),
pCP4, pCP40 or pAF26 (used as transposase +/- orf121 expression plasmids; Sp®) and pOX38Km,
the conjugative target plasmid (see figure S2 and S3). The recipient strain was MC1041 (Rif® Nal®).
Following mating with the recipient strain, cells were plated on LB plates supplemented with
rifampicin and kanamycin (exconjugants) or nalidixic acid, kanamycin and chloramphenicol
(transposants). Transposition frequency was determined by dividing transposants by exconjugants.
The frequencies of the transposition event were carried out on more than 5 independent experiments.

These experiments were used to calculate mean values and standard deviations.

Measurement of the percentage of transposants from one-ended transposition in mating-out
assay.

Several hundred clones resulting from transposition were subcultured into LB plates (KmR, Cm® and
Nal®) and LB plates (Km®, Amp® and Nal®). The percentage of one-ended transposition was
determined by dividing the number of KmR, Amp® and Nal® clones by the number of Km®, CmR® and

Nal® clones and multiplying by 100.

Measurement of in vivo insertion of IS9/ circular intermediates into E. coli.

To test the double-stranded circular intermediate, E. coli DHS5 « strains containing plasmid pCP4 or
pCP40 were transformed with 500 ng of plasmid pCP54 or pCP55 containing the ori91::ter91 or
ter91::0ri91 junction(see figure S3), respectively. 0.5 mM IPTG was added to the medium both
during growth of the bacteria prior to preparation of the competent cells and during the expression
phase of the transformation. Determination of the total number of viable cells was performed on LB

plates supplemented with spectinomycin (Sp®) and the insertion of one of the junctions in the E. coli
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DH5 o genome was selected on LB plates supplemented with spectinomycin and chloramphenicol
(SpR, Cm®).

To test the single-stranded circular intermediate, overnight cultures with Sp® for donors and Cm® +
DAP (0.3 mM) for recipients were diluted 1:100, without antibiotics, and further grown to ODgoo =
0.3. The expression of tnpA was induced by the addition of 0.5 mM IPTG and/or orfi2] by the
addition of aTc at 50 ng/ml in the recipient. The strains were left for a further 1 h at 37°C with
agitation. Plasmids were transferred from the E. coli f2163 (pir-) donor strain carrying the suicide
plasmid (pSW23T, pCP54 or pCP55) into the E. coli DH5 « target strain containing different tnpA
and/or orf121 expression plasmids (pCP4, pCP40 or pAF26). Filters containing the mixture of donor
and recipient strains in a 1:8 ratio were incubated for 3 h at 37°C on LB plates (0.3 mM DAP, 0.5
mM IPTG or 0.3 mM DAP, 0.5 mM IPTG, 50 ng/ml aTc). Cells were then suspended in 2 mL LB,
and appropriate dilutions were plated on selective LB plates (Sp®) for recipients and LB plates (Sp~,
CmR®) for transconjugants (see figure S6). The frequency of Cm® transconjugants was calculated as
the number of CmR®-tagged recipient cells out of the total number of recipient cells. The frequencies
of the insertion event per viable cell from 4 independent experiments were used to calculate mean

values and standard deviations.

Quantification of orf121 and tnpA transcripts.

For mating-out transcripts, overnight cultures were diluted to ODgoo = 0.2 and grown to the mean log
phase (ODeoo = 0.5). For B-galactosidase assay transcripts, overnight cultures were diluted 1:100 and
grown to the mean log phase (ODgoo = 0.6). 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 ug of DNase-treated total
RNA by using PrimeScriptTM RT Reagent kit (TaKaRa Clontech). cDNA was quantified by

PerfeCTa® SYBR® Green FastMix® Kit (Quanta BioSciencesTM) with adequate oligonucleotides
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(see table S8). Relative expressions of orf121 (Primers ORF121 F and ORF121 R) and tnpA (Primers
TnpA F and TnpA R) genes were estimated by normalizing transcript copy number to those of the
housekeeping gene dxs (Primer dxs-LC3 and dxs-LC4). The tnpA/dxs or orfl21/dxs ratio was
obtained from 3 independent experiments, which were used to calculate mean values and standard

deviations.

B-galactosidases assays

B-galactosidase assays were performed in the E. coli MG1656 strain (see table 1; [59]). Overnight
cultures were diluted 1:100, and further grown to mid-log phase (ODsoo = 0.4-0.6). The Miller assay
was performed as previously described [60]. B-galactosidase activity was obtained from 3

independent experiments, which were used to calculate mean values and standard deviations.

Analysis of His-tagged ORF121 or TnpAise1 protein expression by western-immunoblotting.

Overnight cultures were diluted to ODgoo = 0.2 and grown to mid-log phase (ODsoo = 0.5). Gene
expression was induced by the addition of 0.5 mM IPTG and/or 50 nM anhydrotetracycline in the
media. Cultures were incubated for 3 h at 37°C, then 1 mL of each culture was centrifuged and stored
at -20°C. Cell extracts were prepared using the B-PER bacterial protein extraction kit according to
the manufacturer's recommendations at a rate of 100 uL of reagent per OD unit (Thermo Scientific,
Ref. 90078) and inclusion body proteins using the solubilization reagent used according to the
manufacturer's instructions (Thermo Scientific, Ref. 78115). Cell extract samples were subjected to
15% SDS-PAGE electrophoresis, followed by transfer to a PVDF membrane according to the
manufacturer's instructions (Trans-Blot Turbo Transfer System, BioRad). The membrane was treated
with a 1:3000 dilution of mouse anti-His-tag antibody (Invitrogen, Ref. MA121315) (1 night at 4°C),
then washed 3 times for 10 minutes. Next, the membrane was treated with a 1:3000 dilution of anti-
Mouse IgG, HRP antibody (Invitrogen, Ref. A28177), then washed 6 times for 5 minutes. The

membrane was revealed with SuperSignal West Pico PLUS (Thermo Scientific, Ref. 34577). The

Aurélien FAUCONNIER | Thése de doctorat | Université de Limoges | 2023 142
Licence CC BY-NC-ND 3.0



amount of protein was determined in arbitrary units (AU) by calculating the value of the air under the

curve using ImageLab software.

Analysis of His-tagged ORF121 or TnpAjsy; proteins by mass spectrometry.

Peptides were analyzed by micro-LC-MS/MS using a nanoLC 425 system in micro-flow mode
(Eksigent, Dublin, CA, USA) coupled with time-of-flight (TOF) (TripleTOF 5600+ Sciex,
Framingham, MA, USA) operating in high-sensitivity mode. Reverse-phase LC was performed via a
trap and elute configuration using a trap column (C18 Pepmap100 cartridge, 5 pm pore size; Thermo
Fisher Scientific) and an analytical column (ChromXP C18 column, 12 nm, 3 um pore size, Sciex)
with the following mobile phases: loading solvent (water/ACN/TFA 98/2/0.05% (v/v)), solvent A
(0.1% (v/v) TFA in water) and solvent B (water/ACN/TFA 5/95/0.1% (v/v)). All samples were
loaded, trapped, and desalted using a flow rate of 10 uL./min with loading solvent for 5 minutes. The
chromatographic separation was performed at a flow rate of 2 pL/min as follows: initial, 5% solvent
B, increased to 25% for 90 minutes, then increased to 95% B for 10 minutes, maintained at 95% for
5 minutes and, finally, decreased to 5% B for re-equilibration. The peptides were then reprocessed
via ProteinPilot with the Mascot module using Escherichia coli Uniprot 2022 03. The following
parameters were entered: trypsin 1 maximum missed cleavage, cysteine carbamidomethylation
(fixed), methionine oxidation (variable), Precursor Tolerance 0.01Da; MS/MS fragment tolerance:

0.05 Da, a p<0.05 - peptide score > 25 - bold red required and a protein score > 100.
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FIGURES AND LEGENDS
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Figure 1. Genetic organization of active members of the IS91 family (IS801, 1S1294, 1S1294b
and 1S91).
Ter and ori ends carrying the palindromic sequences are depicted as red and blue boxes, respectively.
The cleavage positions at fer and ori ends are shown by red and blue vertical arrows, respectively.
The cleavage site at the fer end and the tetranucleotide target site adjacent to ori are indicated. orf121

and npA encoding sequences are shown as orange and green arrows, respectively.
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CGAGTAGGCAGCCTGGCGGCTGCGGCTTGTCATGGTCTGGAATTACCGTTATAAAAAAAGATAATGTCATTGTCTTTCAGGTAGTTATATGGCCC

-35o0rf121 -10 orf121 SD orf121 orfl21 start
codon

7

GTTCAGCTAAACCCCGTAAACGCAAACCCGCACCACAAAGAAGCAAACTTCCCCGCTATGTTGTGAAACTTCATCCGGATGATTTTTTTGACGAA

GAAGACGCTGAAGTTCTGCGCTTTGATAATTTTGACGATGCCGTTGAGTGCTGCGCAGACCTGAATATTCCCTTCTTTGTGGATGCCGGAAACAA

AAAGCTGGTCTTCTGGTTTGTACGTGTTGATGACGAAGGGTATCCTGAAATAGCCCGCTGCACGGAGCGGGAGTTTGCGACCATTCTTGCCGGTA

-35 tnpA
+1 v

TCAGCGCCGGCGGCATGTACTGCCCGGAGTGTGGCACGGTTCACTGGCCGGACGGAGTCCCCCCGCCCTTCTGATGCTTCCCCGTTTTGCCGACA

-10 tnpA SD tnpA tnpA start
codon

Figure 2. DNA sequence of the IS97 5’ end from zer91 to the start of the tnpA gene.

Blue arrows represent the terminal palindrome. The ferIS region, the orfi21 and tnpA genes are
indicated by a red rectangle, an orange arrow and a green arrow, respectively. The nucleotides are
shown below. The cleavage tetranucleotide is in bold and underlined with a red arrow to indicate the

cleavage site. The -35, -10, SD and start codon regions are shown in bold and underlined.
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Figure 3. Activities of the P,2; and P4 promoters.

[-galactosidase activities were measured from lacZ-transcriptional fusions with the Po,72; and/or Py
sequences. The transcriptional fusions are described in Table 1. The results are the average of at least
3 independent experiments. p = 0.0002 (***) and p <0.0001 (****). Empty, empty transposase
expression vector (pCP2).

a) activity of the two predicted promoters: Pos12; and Prypa.

b) activity of tmpA with or without the orf121 termination codon overlapping the tnpA initiation
codon.

c) activity of tmpA with the termination codon of orf121 overlapping its initiation codon in the

presence of a mutation in the promoter Po,s127 or Pipa.
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Figure 4. Expression of orf121 decreases IS91 transposition frequency.

Mating-out assays as described in Materials and Methods. Measured transposition frequencies (Error
bars indicate the SDs; n > 5). p = 0.0002 (***) and p <0.0001 (***%*). #, undetectable transposition.
The - and + indicate the presence or absence of inducer at 0.5 mM IPTG or 50 ng/ml aTc. Empty,
empty transposase expression vector; PiuciitnpA, tnpA gene alone is expressed in trans;
Puac::orfl121tnpA, both ORF121 and tnpA gene are expressed in trans.

a) orfl21 gene is expressed in cis or in trans.

b) orf121 and tnpA are under the control of two different promoters.
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Figure 5. mRNA copy numbers of orf121 and tnpA genes

Quantification of orfl21 and tnpA transcripts by qRT-PCR as described in Materials and Methods.
(Error bars indicate the SDs; n > 5). p = 0.002 (**) and p 0.0002 (***). The - and + indicate the
presence or absence of inducer at 0.5 mM IPTG or 50 ng/ml aTc. When the orf121 gene is expressed
in cis or in trans, or when orfI121 and tnpA are under the control of two different promoters.

a) numbers transcripts of tnpA per ratio of the tnpA gene to the dxs housekeeping gene.

b) numbers transcripts of orf121 per ratio of the orf121 gene to the dxs housekeeping gene.
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Figure 6. Detection of Orf121 and TnpA products by western immunoblot

Analysis of His-tagged ORF121 or TnpAIS91 protein expression by western-immunoblotting as

described in Materials and Methods. The - and + indicate the presence or absence of inducer at 0.5

mM IPTG or 50 ng/ml aTc; *, His-tag position; AU for an Arbitrary Unit quantity of protein.

a) detection of the TnpA product in the insoluble bodies, expected size 47 kDa.

b) detection of Orf121 in the soluble part, expected size 17 kDa.
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Figure 7. Only ssDNA circular intermediates are successfully inserted into a new target
sequence.

E. coli transformation with dsDNA intermediates and suicide conjugation assays to assess ssDNA
circles insertion. Values represent the mean and the standard deviation of 4 biological replicates. p =
0.002 (**). The - and + indicate the presence or absence of inducer at 0.5 mM IPTG or 50 ng/ml aTc;
#, undetectable exconjugants or transformants.

a) pter91::0ri91 or pori91::ter91 junction present in the substrates used for insertion analyses.

b) In vivo insertion frequencies of the IS9/ dsDNA circles. The vertical axis shows the frequency of
Cm® transformant resulting from transposition insertion of pter91::0ri91 or pori91::ter91 into the E.
coli recipient strain expressing Pi.::tnpA or empty, empty transposase expression vector in the
presence or absence of IPTG. pCUI18 (black) was used as a positive control for transformation

efficiency. #, undetectable Cm® transformant (<2.63 x 10-9).
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¢) In vivo insertion frequencies of the IS97/ ssDNA circles. The vertical axis shows the frequency of
CmR® exconjugants resulting from transposition insertion of pter91::0ri91 or pori91::ter91 into the E.
coli recipient strain expressing empty, empty transposase expression vector, Pj.::tnpA (green) or
Puc::0rfI121itnpA (orange) in the presence or absence of IPTG. #, undetectable Cm® exconjugants
(<2.87 x 10-9).

d) Suicide conjugation assays to assess ssSDNA intermediates insertion. Values represent the mean
and the standard deviation of 4 biological replicates. /n vivo insertion frequencies of the [IS97 ssDNA
circles. The vertical axis shows the frequency of Cm® exconjugants resulting from transposition
insertion of pter91::0ri91 or pori91::ter91 into the E. coli recipient strain expressing orf121::Priei0-1-
Piuc::tnpA without inducer (red), with only aTc (orange) or only IPTG (green), with both inducers

(blue). #, undetectable Cm® exconjugants (<3.04 x 10-9).
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Figure 8. Update of the “peel and paste” transposition model of IS91

The top strand is represented by a black line in the donor and recipient DNA, the bottom strand is
grey in the donor DNA and bun in the recipient DNA. The terIS, orf121, tnpA and orilS ends are
indicated by a red rectangle, an orange arrow, a green arrow and a blue rectangle, respectively. The
free 3'OH groups are represented by a pink sphere and the 5'phosphotyrosine complex by a black
sphere. The cyan arrow indicates nucleophilic attacks. Strand replication by the bacterial replication

machinery is shown in dotted pink. Created with BioRender.com
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TABLE AND LEGENDS

Table 1. Bacterial strains and plasmids

A indicates a deletion ; Q indicates an insertion ; :: indicates a novel joint; * indicates a mutation.

Strain or . e
plasmid Surname Genotype or other relevant characteristics Source or reference
E. coli strains
supE44 AlacU(¢80lacZAM15)
DH3a hsdR17recAlendAlgyrA96 thi-1 relAl Laboratory stock
15219 MC1061, recAl, lacl? [58]
MC240 XA103, F, ara, di}l(lac pro), gyrA (nalR), metB, Gift of B. Ton-Hoang
argE®™, rpoB, thi, supF
2163 (F-) RP4-2-Tc::Mu dapA [61]
Plasmids
pSU2600 Source of IS91 for the orf121 gene, tnpA gene and the (8]
promoters P27 and Prypa
pUCI18 AmpR; MCS from M13mp19 into lacZ’ [62]
pCP5 pUC18; Peyri:CmR This work
pCP6 pUC18; ter91 Pey::CmR This work
pAF1 pUCI8; Peyri:CmR 07i91 This work
pGY 13556 pAPT110AKan"; Piae::tnpAispraz-his6 [63]
pSW23T CmR [61]
pSU38AtotlacZ vector carrying promoterless lacZ; p15A ori; Km® [64]
pOX38Km R [65]
IS91 substrate plasmids
pCP7 1S91-ter91-cm® pUC18; ter91 Poy::CmR 07191 This work
pCP39 1891 "e’f Wll sorfl21- pUCIS; ter91::0rf121 Puyi:C® 0ri91 This work
TnpA expression plasmids
pCP2 Empty pGY 13556AtnpAispr.2Qlinker79; SpR This work
pCP4 Piaci:tnpA pCP2; Pyy.::tnpA This work
pAF4 Proc::tnpA* pCP4; Pjo.::tnpAHiss This work
pCP40 Prciiorfi21tnpA PCP2; Pyac::orf121tnpA This work
pAF2 Prac::orfI2 1tnpA* pCP40; Pyy.:: orf121tnpAHiss This work
pCP57 Prac::*orfl121tnpA pCP40; Py..::Hisgorf121tnpA This work
pAF25 PCP2; 0rf121::Prie10-1-Plac This work
pAF26 PCP2; 0rf121::Prie10-1-Prac::tnpA This work
121%::Prie0-1- . . .
pAF34 Orj;mzzm;éf ! pCP2; orf12[Hise::PLie0-1-Prac::tnpAHiss This work
Circular intermediates plasmids
pCP54 pori9l::ter91 pSW23T; orilS91::terIS91 This work
pCP55 pter91::0ri9l pSW23T; terlS91::0rilS91 This work
Transcriptional fusion plasmids with lacZ
pCP65 Pinpa::RBSaezilacZ pSU38AtotlacZ; Pipa::RBSuez:lacZ This work
pCP66 Poyf121::RBSpczi:lacZ pSU38AtotlacZ; Posi21::RBSiczi:lacZ This work
pCPT3 o pSU38AtotlacZ; orf121::Pps::RBSpai:lacZ with This work
overlap (-1)
pSU38AtotlacZ,
pCP74 Poysi21::00f121 piupay Porfr21:RBSop121::07f121::Pyypa::RBSpaiilacZ with This work
overlap (-1)
pCP75 Popi-1 pSU38AtotlacZ; orf121::Pupa::RBSypa::lacZ without This work
overlap (-1)
pSU38AtotlacZ,
pCP76 Poyr21::0rf121 pnpayA-1 Poy121::RBSop121::01f121::Prypa::RBS pa::lacZ without This work
overlap (-1)
pAF36 pSU38AtotlacZ; orf121::Pypa*::RBSpa::lacZ with This work
overlap (-1)
pSU38AtotlacZ,
pAF37 Poys121::RBSo121::00f121::Pipa *::RBSpai:lacZ with This work
overlap (-1)
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pSU38AtotlacZ,
pAF38 Porf121*::RBSop121::00f121::Ppa::RBSspai:lacZ with This work
overlap (-1)
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Table 2. Orfl121 is not involved in the target selection and insertion specificity of 1S9/ and
tetranucleotides of the cleavage sites

The n value indicates the number of clones analysed by AP-PCR and the - and + indicate the presence
or absence of inducer at 0.5 mM IPTG or 50 ng/ml aTc.

a) Analysis of the target insertion sites in relation to the expression of orf121 in cis or in trans

b) Analysis of the target insertion sites when tnpA orf121 are expressed in trans from two different
promoters.

c¢) Analysis of terlS cleavage sites in the presence or absence of orf121 in trans.

a) 1S91-Ter91-cm® 1S91-Ter91::0rf121-cm® b) 0rf121::Ptet0.1- Prac:: tnpA
Piac::thpA  Piac::orf121tnpA Prac::tnpA IPTG (0.5 mM) - - + +
n 277 292 240 aTc (50 ng/ml) - + - +
5.CTTG 142 136 109 n 50 49 50 50
5.GTTC 13 134 13 5.CTTG 31 34 29 36
5.GTCC 14 13 12 '“se"is‘;;’et‘"ge‘ 5.GTTC 19 15 21 12
° 5-GTAC 3 1 0 5-CTCG 0 0 0 2
:i 5-CTCG 3 5 2
g| s-erce ! 0 0 c) 1S91-Ter97-cm®
é 5-CT77C 1 0 1 PuciitnpA  Pic::orf121tnpA
3 5.CTGT 0 1 0 N - o
s-cTe6 0 ! 0 °'e_:i‘t’:ge 5-CTCG 43 68
5'-CTGA 0 1 0
5.GTGC 0 0 2
5-TTTG 0 0 1
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Table 3. Orf121 protein is required for accurate recognition and cleavage of the ferIS end

The n value indicates the number of clones analysed.

a) Impact of orf121 expression in cis or in trans on recognition and cleavage of the terlS site. The
exponents ~ indicate that the difference between the percentages is significant compared to the
condition without orf121 expression, i.e. that the observed difference cannot be due to random
sampling.

b) Impact of Orfl121 on terlS site recognition and cleavage. The exponents * indicate that the
difference between the percentages is significant compared to the condition without inducer, i.e. that
the observed difference cannot be due to random sampling. The exponents ® indicate that the

difference between the percentages is significant compared to IPTG-only.

a) Piac::tnpA  Piac::orf121tnpA
R 53 % 18 %*
1S91-Ter91-cm 0 1;35 S g74

. R 29 %* )
IS91-Ter91::0rf121-cm”™ | 7%

b)

orf121::Priet0-1-Piac: : tnpA
IPTG (0.5mM) | - ] + +
aTc (50 ng/ml) | - + - +

29 % 11 %* 48 %* 32 %%

R
1S91-ter91-cm n : 1020 pn : 1020 n : 1020 n : 1020
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SUPPLEMENTAL FIGURES AND LEGENDS

a)ISQl—Vl 85— GATGATTTTTTTGAC
IS91-V22 85- GATGA-TTTTTTGAC

IS91-V1 85— GATGATTTTTTTGAC .. 190- GGAAACAAAAAGC
IS91-V6 85— GATGA-TTTTTTGAC .. 190- GGAAAC-AAAAGC

Is91-V1 345- GGAGTCCCCCCGCCCTTCTGA
IS91-V3 345- GGAGTCCCCCCGCC-TTCTGA
IS91-V13 345- GGAGTCCCCCC-CCCTTCTGA

b)IS9l—Vl 56— TTCCCCGC-TATGTTG
IS91-V66 56— TTCCCCGCGTATGTTG

IS91-V1 345- GGAGT--CCCCCC-G
IS91-Vel 345- GGAGT--CCCCCCCG
IS91-V18 345- GGCGTTACCCCCC-G

Figure S1. Alignment of isoforms with inserted or deleted bases relative to the first sequence
described

Alignment of described isoforms with insertions or deletions in the coding sequence of orf121 with
respect to the first described orf121 sequence of the IS9/ element (GenBank: X17114.5.1), as a result
of the loss of the -1 overlap between the tnpA gene and orf121. Insertions are represented in bold and
deletions by a -.

a) Alignment showing deletions in the coding sequence of orf121, the deletion of T at position 90 (1
isoform including IS91-V22); the deletion of T at position 90 and of A at position 196 (1 isoform
including IS91-V6); the deletion of C at position (2 isoforms including IS91-V3) or the deletion of G
at position (12 isoforms including IS91-V13).

b) Alignment showing insertions in the coding sequence of orf121, insertion of a G after position 63
(4 isoforms including IS91-V66); insertion of a TA after position 360 (1 isoform including IS91-V18)
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