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Introduction générale






I- Les Systemes a deux composantes

Les bactéries sont des étres unicellulaires procaryotes présents dans tous les types d'environnement
(arctique, tropicaux, désertiques...) sur terre et dans les mers. Les bactéries sont soumises aux
variations environnementales du milieu dans lequel elles vivent (absence de nutriment, changement
de température, d'osmolarité...). Les bactéries ont donc besoin de percevoir et de s'adapter a leur
environnement. Pour cela, elles utilisent notamment un systeme de transduction du signal a travers
les membranes en fonction des stimuli percus dans I'environnement : il s'agit des systemes a deux
composantes (TCS). lls désignaient il y a plus de vingt ans une nouvelle classe de régulateurs trouvés
chez les bactéries. Les TCS sont le systéme d'adaptation le plus répandu chez les bactéries Gram
positives et Gram négatives quelque soit leur niche écologique. On en retrouve plus d'une centaine
chez les eubactéries, les archébactéries et seulement quelques uns chez les eucaryotes (A. M. Stock,
Robinson, et Goudreau 2000). Les TCS permettent aux bactéries de modifier I'expression de leurs
génes en fonction des stimuli extérieurs comme l'azote, le changement de pH, d'osmolarité, de
température, limitation en phosphate et nutriments chemo-attraction et répulsion, etc (Gross, Arico,
et Rappuoli 1989). Le processus d'adaptation médié par les TCS entrainera un changement
physiologique chez la bactérie comme la sporulation, la compétence, I'utilisation de métabolites, la
pathogénese etc (Parkinson 1993).

Le TCS est composé de deux partenaires, une histidine kinase (HK) capable de sentir I'environnement
et de relayer le signal jusqu'a son régulateur transcriptionnel (RR) qui va réguler l'expression des
geénes cibles et médier la réponse cellulaire. Chez E. coli par exemple, on ne compte pas moins de 30
HK et 32 RR (Mizuno 1997), 36 HK et 34 RR chez B. subtilis (Fabret, Feher, et Hoch 1999) et chez
Synechocystis sp, ils représentent 2.5% du génome (Mizuno, Kaneko, et Tabata 1996). On en
dénombre beaucoup moins chez les eucaryotes avec 1 chez S. cerevisiae (Francesc Posas et al. 1996)
(Maeda, Wurgler-Murphy, et Saito 1994) et 2 chez C. albicans (Nagahashi et al. 1998) impliqués dans
I'osmorégulation et le développement des hyphes. Enfin on trouve également des TCS dans les

plantes avec un réle dans la maturation des fruits dépendant de I'éthylene (Chang et al. 1993).




Les classes de kinases
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Figure 1 : Les différentes classes d’histidines kinases. A : représentation schématique des différents
domaines kinases en fonction de leur classe. B : 'exemple d’AcrAB chez E. coli qui présente une
histidine kinase hybride (Mizuno 1997 ; Stock, Robinson, et Goudreau 2000)



A- Les Histidines kinases (HK)

Bien que les HK soient catalytiguement proches des Ser/thr/tyr kinases, elles different par leur type
de chimie produisant respectivement des phosphoramidates et des phosphoesters (Stock, Robinson,
et Goudreau 2000), de méme les HK sont majoritairement retrouvées chez les bactéries alors que les
Ser/Thr/Tyr sont majoritairement chez les organismes eucaryotes ( Stock, Robinson, et Goudreau
2000) bien que ces distributions ne soient pas exclusives. Pour le reste de cette étude, nous allons
nous intéresser aux HK présentes chez les bactéries.

La super-famille des HK est caractérisée par des séquences conservées d'environ 200 acides aminés
mais leur taille globale varie de 40 kDa a plus de 200 kDa. Le domaine histidine kinase est entouré de
séquences non conservées dans une méme famille permettant ainsi des régulations spécifiques.
Lorsque I'HK percoit un signal ou «input», via son domaine senseur, elle subit une auto-
phosphorylation dépendante de I'ATP sur une histidine conservée dans le « core » de la kinase
(Parkinson et Kofoid 1992). Cette autophosphorylation va permettre au monomere de phosphoryler
I'histidine conservée du deuxieme monomere rendant I'hétérodimeére actif et capable de transférer
son phosphate sur son régulateur transcriptionnel (RR) ((Surette et al. 1996, Pan et al. 1993), (Y.
Yang, Park, et Inouye 1993), (Wolfe et Stewart 1993), (Ninfa et al. 1993), (Swanson, Bourret, et Simon
1993)). Dans certains cas, les HK peuvent étre bifonctionnelles et avoir une fonction phosphatase
lorsque la voie qu'elles régulent nécessite d'étre éteinte rapidement (CheA, DegS, NtrB) (MacFarlane
et Merrick 1985 ; Henner, Yang, et Ferrari 1988 ; Mutoh et Simon 1986).

Les HK peuvent-étre retrouvées sous 2 formes : les HK orthodoxes et les hybrides (figurel).

Les HK orthodoxes sont des récepteurs de la membrane périplasmique et sont elles-méme classées
en différentes familles, dont EnvZ qui représente le type de HK orthodoxe le plus commun. EnvZ est
composée de deux régions transmembranaires, d'un domaine périplasmique N-terminal qui va sentir
les variations de l'environnement et d’'un domaine cytoplasmique C-terminal correspondant au
domaine catalytique (ou core de la kinase). Cependant, d'autres types de topologies peuvent étre
trouvés : FixL (contréle la fixation de I'azote) possede 4 domaines transmembranaires et UhpB (fait
partie du systeme de transport du sucre) en possede 8 (Lois, Ditta, et Helinski 1993 ; Island, Wei, et
Kadner 1992). De la méme facon certaines HK cytoplasmiques, comme CheA et NtrB, régulent la
transduction du signal via d'autres interactions avec des protéines membranaires (Stock et al. 1988 ;
MacFarlane et Merrick 1985 ; Buelow et Raivio 2010).

Les HK hybrides sont principalement présentes chez les eucaryotes, mais on en trouve aussi chez les
procaryotes. Elles contiennent plusieurs sites donneurs et accepteurs de phosphates. Chez E. coli,

AcrB est un exemple d’HK hybride (figure 1). AcrB est impliqué dans le contréle redox en anoxie et
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Figure 2 : Les différentes classes de régulateurs transcriptionnels. En plus des trois familles de RR
principales, d’autres types de RR sont retrouvés. Tous les RR posseédent un domaine de liaison a
I’ADN (output domaine) a I'exception de CheY qui ne posséde qu’un domaine receveur. (Mizuno
1997)



posséde des régions transmembranaires en N-terminal, suivi du core de la kinase, d’un domaine
semblable aux domaines régulateurs des RR et enfin, une deuxiéme région, contenant une histidine,
appelée domaine de phosphotransfert (HPt). De la méme fagon, TodS (Pseudomonas putida)
impliqué dans les voies de dégradation du toluene possede deux cores kinases dupliqués contenant
chacun tous les motifs conservés (Lau et al. 1997).

Maintenir une bonne transmission du signal est essentiel a la survie et a I'adaptation de la bactérie.
Les similarités de séquences et de structures entres les HK et les RR augmenteraient donc le risque
de «cross-talk», c'est a dire l'activation d'un RR par une HK appartenant a un autre TCS. Cependant,
peu de «cross-talk» ont été décrits malgré la présence de dizaines de TCS dans les bactéries ce qui

dénote une forte spécificité entre I'HK et le RR (Podgornaia et Laub 2013).

B- Les Régulateurs transcriptionnels (RR)

Les RR (pour régulateurs de réponse) sont les partenaires des HK pour la transduction du signal. Chez
les procaryotes, ils se situent le plus souvent en fin de voie pour modifier la réponse adaptative. Ils
catalysent le transfert du phosphate situé sur I'histidine conservée de I'HK ou encore provenant de
donneurs de phosphates comme I'acétyl phosphate ou le phosphoramidate sur un résidu aspartate
conservé (Lukat et al. 1992). Les RR se composent de deux domaines : un domaine régulateur en N-
terminal conservé et un domaine effecteur variable en C-terminal qui est, dans la plupart des cas, un
domaine de liaison a I'ADN (25 des 32 RR de E. coli) avec un rble dans l'activation ou la répression des
génes cibles (Mizuno 1997) (figure 2). Dans le domaine régulateur des RR, on retrouve 3 aspartates
et une lysine tres conservés. Ce domaine constitue la «phospho-pocket» du RR de par son role dans
les transferts de phosphates. Les RR sont trouvés sous deux formes en équilibre dans les cellules : un
état activé et un état inactivé, ces deux états conférent aux RR deux aspects moléculaires différents
permettant ainsi de changer les interactions protéines-protéines et protéines-ADN. Dans la plupart
des cas, la phosphorylation du RR entraine une oligomérisation du RR (dimérisation et plus)
responsable du switch vers la forme active (Fiedler et Weiss 1995 ; McCleary 1996 ; Weiss, Claverie-
Martin, et Magasanik 1992 ; Wyman et al. 1997 ; Webber et Kadner 1997). Ce cas est considéré
comme le plus courant, cependant il existe quelques exceptions comme le RR SSK1 impliqué dans la
régulation de I'osmorégulation chez les levures dont la forme phosphorylée est la forme inactive
(Posas et Saito 1998). Il a été démontré qu'une phosphorylation des RR permettait un
repositionnement des domaines N-terminaux et C-terminaux permettant une plus grande
accessibilité a I'ADN (Djordjevic et al. 1998). Pour information, il est tres difficile d'observer des RR

dans leur conformation active car non seulement la demi-vie de l'acyl phosphate peut aller de
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qguelques secondes a plusieurs heures dans les conditions naturelles mais de plus, il n'est pas rare
gue les RR possédent une activité auto-phosphatase (Hess et al. 1988).
Les RR sont classés en 3 familles : OmpR, NarL et NtrC. lls ont été classés ainsi en fonction de leur

domaine de liaison a I'ADN (Hakenbeck et Stock 1996).

La famille OmpR

Il s'agit de la plus grande famille de RR qui peut activer ou réprimer |'expression de génes cibles,
ompC et ompF codant pour des porines de membrane externe. OmpR interagit principalement avec
la sous unité alpha de I'ARN polymérase pour transcrire ses génes cibles (Garrett et Silhavy 1987 ;
Matsuyama et Mizushima 1987). Cependant, ce n'est pas une généralité puisque dans cette famille
PhoB interagira plutot avec sigma 70 (Makino et al. 1993 ; Kumar et al. 1994). OmpR est caractérisé
par la présence d’une hélice qui interagit avec le grand sillon de I'ADN, entourée de deux boucles
(« wings ») interagissant avec le petit sillon de I’ADN. Chez E. coli, OmpR est phosphorylé par I'HK
EnvZ et régule I'osmolarité de la bactérie. Lorsque OmpR est phosphorylé (et donc actif), il va avoir
un role activateur sur ompC et un double rble, activateur et répresseur sur ompF. La quantité
d’'OmpC augmente proportionnellement avec 'augmentation de I'osmolarité. En revanche OmpF
sera traduit en condition de faible osmolarité et réprimé en haute osmolarité (Russo et Silhavy 1991).
D'autres RR sont retrouvés dans cette famille : CutR (S. lividans), VirG (A. tumefasciens), PhoP (E. coli,

Salmonella sp).

La famille NarL

NarL est un facteur de transcription pouvant activer ou réprimer les genes impliqués dans le
métabolisme du nitrate et du nitrite. Son mode de fonctionnement est proche de la famille OmpR
avec une fixation sur le facteur sigma 70 (Galinier et al. 1994). NarL peut étre activé par deux
protéines membranaires NarX et NarQ chacune pouvant sentir indépendamment de l'autre la
disponibilité en nitrate dans le milieu et transférer cette information a NarL (Schréder et al. 1994). De
méme, les génes cibles de NarL peuvent aussi étre régulés par le facteur de transcription Fnr (Tyson
et al. 1993 ; Stewart 1993). Le domaine de liaison a I'ADN de NarL est caractérisé par quatre hélices
avec un motif hélice-tour-hélice permettant la reconnaissance des génes cibles et la liaison a I'ADN
(Baikalov et al. 1996). On trouve aussi dans cette famille d'autres régulateurs comme FixJ (R. meliloti)
avec un role dans régulation du métabolisme de I'azote (David et al. 1988), DegU (B. subtilis) avec un

role dans la sporulation et la synthese d'enzymes de dégradation entre autre (Msadek et al. 1990).






La famille NtrC

NtrC est impliqué dans la régulation de I'azote et agit sur I'ADN en se fixant sur la sous unité sigma 54
de I'ARN polymérase ((Kustu et al. 1989). La caractéristique de ce régulateur est qu'il possede trois
domaines. Un domaine N-terminal, un domaine C-terminal (hélice-tour-hélice pour la fixation sur
I'ADN) et un domaine ATPase, activé par phosphorylation, lors du transfert d'un phosphate
provenant du domaine N-terminal ((Kustu, North, et Weiss 1991), (Morett et Segovia 1993), (Osuna,
Soberon, et Morett 1997)). NtrC peut fixer I'ADN sous forme dimérisée ou octamérisée dans |'état
phosphorylé. Cette octamérisation du RR stimule I'hydrolyse de I'ATP libérant ainsi de I'énergie pour
ouvrir le complexe et activer la transcription ((V. Weiss, Claverie-Martin, et Magasanik 1992),

(Wyman et al. 1997), (D. S. Weiss et al. 1991), (Austin et Dixon 1992), (Wedel et Kustu 1995).

Conclusion

Les TCS sont donc essentiels a la survie et au métabolisme des bactéries d'ou leur nécessité d'étre
finement régulés. lls dépendent de leur environnement et des stimuli percus, or dans de nombreux
cas, le stimulus spécifique et le mécanisme expliquant comment I'HK le pergoit sont inconnus. Il y a
néanmoins quelques exceptions comme le TCS PhoP-PhoQ qui a été principalement décrit chez
Salmonella sp.

PhoQ est une protéine kinase transmembranaire de 487 acides aminés qui possede un domaine
extracellulaire capable de sentir son environnement et un domaine kinase intracellulaire qui lui
permet d’interagir avec sa protéine cible PhoP. PhoQ est trouvé sous forme de dimére dans la
membrane interne bactérienne et est composé de deux régions transmembranaires dont une en N-
terminal créant ainsi deux domaines: un domaine senseur périplasmique et un domaine
cytoplasmique contenant le site d’autophosphorylation (Histidine conservée) (Dalebroux et Miller
2014). La fonction de PhoQ dans la cellule est double: (i) il a un role de kinase pour
s’autophosphoryler sur une histidine conservée (H277) et ensuite transférer ce phosphate sur un
aspartate conservé (D52) de PhoP, et (ii) un réle de phosphatase qui lui permet de déphosphoryler
PhoP pour ramener le systéme a un niveau basal de fonctionnement (Sanowar, Martel, et Moual
2003). PhoP est une protéine régulatrice de 222 acides aminés assimilée a la classe des RR de OmpR
et composée de deux domaines : un domaine accepteur de phosphate et un domaine de liaison a
I’ADN (motif hélice-tour-hélice). PhoP peut réguler de fagon positive ou négative environ 3% des
génes de la cellule chez Salmonella. Lors de cette thése, nous avons étudié le TCS PhoP-PhoQ chez la
bactérie P. luminescens afin d’essayer de mieux comprendre son fonctionnement, sa régulation et

son role dans la virulence de la bactérie chez 'insecte.
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Figure 3 : Les différents inducteurs du régulon PhoP décrits : certains sont actifs in vivo (pH acide,
CAMPs), d’autres in vitro (Mg**). Adapté de (Groisman 2001).



II- Le TCS PhoP-PhoQ

PhoP-PhoQ régule de nombreuses activités cellulaires dans de nombreuses espéeces de bactéries
Gram négatives. Bien que PhoP régule I'adaptation aux milieux carencés en Mg*, il tire son nom
« pho» du premier role identifié¢ de ce locus chez S. Typhimurium dans la régulation d’une
phosphatase acide non spécifique (Kier, Weppelman, et Ames 1979). De méme, PhoP ne doit pas
étre confondu avec deux autres TCS, PhoB-PhoR et PhoP-PhoR, impliqués dans la régulation de
I'adaptation aux milieux carencés en phosphate chez E. coli et B. subtilis respectivement (Wanner
1995 ; Hulett 1996). C'est dans la fin des années 1980 que PhoP-PhoQ a été pour la premiere fois
décrit comme ayant un réle dans la virulence chez Salmonella sp., depuis il a été démontré que PhoP
régule également la virulence chez d’autres bactéries Gram négatives comme Yersinia sp (Oyston et
al. 2000), Erwinia (Flego et al. 2000), Photorhabdus luminescens (Derzelle et al. 2004), et Dickeya
dadantii (Costechareyre et al. 2013)

Initialement décrit chez Salmonella, PhoP-PhoQ est un TCS composé d’un senseur membranaire avec
un domaine périplasmique capable de sentir I'environnement et un domaine cytoplasmique
catalytique. Comme évoqué précédemment, PhoQ a une double fonction: kinase et phosphatase.
PhoQ est capable de sentir son environnement de s’autophosphoryler sur une histidine conservée
puis de transférer son phosphate sur son régulateur transcriptionnel PhoP. PhoP phosphorylé a été
décrit comme la forme active de PhoP chez Salmonella (Shin et Groisman 2005), et E. coli (Kato,
Tanabe, et Utsumi 1999). PhoQ peut également spécifiquement déphosphoryler PhoP afin de réguler

la transcription des genes PhoP dépendant.

A- Les inducteurs du systeme

Plusieurs signaux sont capables de spécifiquement réguler le passage de PhoQ de sa forme kinase a
sa forme phosphatase et inversement comme les cations divalents (Ca**, Mn*" et surtout Mg**), le pH

et les concentrations sub-optimales en peptides antimicrobiens (figure 3).







Le cas des cations divalents : I’exemple du Magnésium

Les cations divalents agissent généralement comme messagers secondaires ou co-facteurs. Par
exemple, le Mg* est un stabilisateur de membranes et de ribosomes, et est essentiel pour les
réactions nécessitant de I'ATP (Reinhart 1988). Or chez plusieurs bactéries, le Mg®" a été trouvé
comme étant le messager principal de la cascade de transduction du signal PhoP-PhoQ,
S. Typhimurium (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman 1996), Yersinia (Flamez et al. 2007), Erwinia
(Llama-Palacios et al. 2003), par exemple. PhoP-PhoQ répond a la présence de plusieurs cations dans
I’environnement comme le Mn?**, le Ca** et le Mg2+ (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman 1996). Il a
été démontré chez Salmonella enterica serovar Typhymurium que de faibles concentrations en Mg**
(de I'ordre du micromolaire) permettaient la transcription de genes activés par PhoP alors que de
fortes concentrations en Mg®* (de I'ordre du millimolaire), réprimaient I'expression des génes activés
par PhoP a un niveau comparable a celui retrouvé dans les mutants phoP ou phoQ (Garcia Véscovi,
Soncini, et Groisman 1996 ; Kato, Tanabe, et Utsumi 1999 ; Soncini et al. 1996).

Une hypotheése de la fixation du Mg est que les cations divalents (Ca**, Mg®*) sont capables de se
fixer sur des résidus acides du domaine périplasmique de PhoQ (Salmonella, E. coli (Waldburger et
Sauer 1996)), leurs sites de fixation sont différents et n’interagissent pas I'un avec I'autre (Véscovi et
al. 1997) impliquant que par exemple chez Salmonella, PhoQ ne réponde qu’aux cations divalents
périplasmiques et non pas aux cations intracellulaires. Cependant, le Mg** n’est pas suffisant en soi
et ne permet pas de se substituer a la phosphorylation, puisque la mutation du site de
phosphorylation de PhoP D52 en valine (D52V) chez S. Typhimurium et une induction a bas Mg*', ne
permettent pas une fixation de PhoP sur ses sites PhoP dépendants dans les régions promotrices des
génes (Shin et Groisman 2005). Depuis quelques années, I'exemple du Mg** comme inducteur est
remis en cause. En effet, il ne serait pas un inducteur naturel bien que fonctionnant in vitro. Des
études chez S. Typhimurium ont montré que le Mg n’était pas un inducteur des génes de résistance
et de survie dans les macrophages puisque I'acidification du macrophage entrainerait une
augmentation de la concentration en cations divalents dans les macrophages (Alpuche et al. 1992,
Christensen, Myers, et Swanson 2002). De méme, la concentration en Mg®* dans les macrophages
serait de I'ordre du millimolaire au moment de I'expression des genes PhoPQ dépendant ce qui va a

I’encontre des précédentes études chez Salmonella (Bader et al. 2005).

Le pH acide.
L'induction de certains genes PhoP-dépendant a été corrélée avec I'acidification des compartiments
vacuolaires contenant du Sa/monella. De la, est né I'’hypothése que le pH acide pouvait étre un signal

activateur détecté par PhoP. En effet, les mutants phoP et phoQ de S. Typhimurium présentent une



Mg orCa”

1) . Repressed state
Antimicrobial
peptides

o

2)

3) Activated state

Figure 4 : L'activation de PhoQ par les CAMPs et la compétition avec les cations divalents. 1) les
fortes concentrations en cations divalents stabilisent PhoQ dans sa conformation phosphatase. 2) Il y
a une compétition entre les CAMPs et les cations divalents pour la fixation sur le domaine senseur de
PhoQ. 3) les CAMPs agissent comme un levier pour déstructurer la protéine et la faire passer dans sa

conformation kinase. (Bader et al. 2005)



hypersensibilité au pH acide (Bearson, Wilson, et Foster 1998). Cette résistance au pH a également
été montrée chez d’autres bactéries comme étant médiée par PhoPQ : c’est le cas chez E. coli (Eguchi

et al. 2011), Erwinia (Llama-Palacios et al. 2003) et Yersinia ((Flamez et al. 2007) entre autres.

Le cas des concentrations sub-optimales en PAMs.

Les mammiféres possedent deux types de moyens de défense contre I'infection par des pathogenes
étrangers (bactéries, parasites, virus): I'immunité innée et I'immunité acquise. Les insectes, par
exemple, ne possedent qu’une immunité innée en guise de protection. Un des composants
important de I'immunité innée sont les peptides antimicrobiens cationiques qui ont été conservés
dans I’évolution et sont retrouvés depuis les mammiféres, jusque dans les plantes (Hancock et
Diamond 2000, Ganz 2003), chez les insectes ils sont une ligne de défense importante pour résister a
I'infection par les bactéries (Hoffmann et Reichhart 2002) (pour plus de détails voir IlI- introduction
générale).

Les PAMs cationiques (ou CAMPs) les plus répandus sont de petites molécules amphipatiques
basiques retrouvées dans toutes les branches du vivant (plantes, animaux, micro-organismes). Les
peptides antimicrobiens cationiques chargés positivement se fixent sur la surface des bactéries (LPS)
chargée négativement, et créent des pores dans la membrane entrainant une fuite du matériel
cytoplasmique et donc la mort de la bactérie (Nguyen, Haney, et Vogel 2011). Les bactéries
pathogénes ont développé différents mécanismes pour survivre a la présence de PAMs dans leur
environnement. L'exemple le plus commun est la modification de la surface cellulaire dans lequel
PhoPQ joue un role important en régulant différents types de modification du LPS: ajout d’un
aminoarabinose sur le lipide A (pbgPE), palmitoylation du LPS (PagP), hydroxylation (LpxO), et
déacylation du lipide A (PaglL) (Guo et al. 1998 ; Trent et al. 2001 ; John S. Gunn et al. 2000).

Bader et ses collégues ont montré que des concentrations sub-optimales de CAMPs (1ug/ml de
polymyxine B) sont capables de réguler positivement plus de 200 génes chez S. Typhimurium par un
facteur de 3,5 fois dont 16 génes PhoP dépendants et de réguler négativement environ 150 génes
(Bader et al. 2003).

Seul PhoQ et son environnement lipidique sont nécessaires a la reconnaissance de PAMs pouvant
appartenir a différentes classes (alpha hélices et feuillet beta (Tossi, Sandri, et Giangaspero 2000)) et
le mécanisme par lequel PhoQ arrive a sentir les CAMPs a été décrit par Bader et al 2005) chez
S. Typhimurium (figure 4). Il a été démontré que les CAMPs se fixaient directement sur le domaine
périplasmique senseur de PhoQ afin de transmettre un signal d’activation « kinase » au domaine
cytoplasmique (une délétion ou encore des mutations de ce domaine ne permettent plus de réponse

aux CAMPs). Il a également été mis en évidence grace a un systeme in vitro que les cations divalents
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activateurs de PhoQ, comme le Mg*", se fixaient sur les mémes sites que les CAMPs suggérant une
compétition entre cations divalents et CAMPs pour activer ou réprimer PhoQ. De méme, les CAMPs
comme le C18G ou la polymyxine B se fixent sur la surface acide du domaine senseur de PhoQ et
cette fixation est dépendante de la concentration avec une saturation pour des concentrations en
CAMPs de I'ordre du micromolaire. Le modele qu’ils proposent permettant d’expliquer comment
PhoQ est réprimé par les cations divalents et activé par les CAMPs est le suivant.

De par sa présence proche de la surface cellulaire chargée négativement, PhoQ est a une place de
choix pour sentir les CAMPs, surtout qu’il a été montré que de nombreux CAMPs réalisaient des
liaisons électrostatique avec les groupements phosphates (négatifs) du lipide A avant de s’insérer
dans la membrane (Piers et Hancock 1994). L’hypothése est donc que le méme type d’interactions,
qui permet le déplacement du magnésium des groupements phosphates du lipide A, est utilisé par
les CAMPs pour déplacer les cations divalents de PhoQ. La liaison des CAMPs sur PhoQ va alors
entrainer un changement de conformation du dimére de PhoQ qui va se propager a travers la
membrane et avoir pour conséquence le passage de PhoQ de sa forme inactive (phosphatase) a sa
forme active (kinase). En effet, alors que la liaison des cations divalents sur PhoQ assurait une
certaine stabilité de la région senseur, la fixation des CAMPs, au contraire, va entrainer une
distorsion de toute la protéine PhoQ. Les CAMPs se fixant sur le domaine senseur de PhoQ puis sur la
membrane environnante vont agir comme un levier pour exposer la surface acide du domaine
senseur provoquant la distorsion de la protéine et ainsi les cations divalents qui bloquaient PhoQ
dans sa conformation inactive sont relargués. Bien que ce modeéle soit valable pour S. Typhimurium,
on ne peut pas forcement I'appliquer a d’autres modeéles bactériens étant donné la plus faible
conservation des domaines senseurs des différents PhoQ, contrairement au domaine kinase qui
apparait plus conservé (nos travaux page 52-53). Cependant, il ouvre de nouvelles pistes pour
trouver de nouveaux inducteurs de PhoQ chez d’autres modeles. C'est par exemple le cas chez
P. aeruginosa, ol un mutant du gene phoQ devient hyper résistant aux CAMPs, alors qu’un mutant
du géne phoP est sensible aux CAMPs en haut Mg** et résistant en bas Mg** ce qui implique qu’en
conditions haut Mg®* un autre systéme intervient pour phosphoryler PhoP (Gooderham et Hancock

2009).

Les mutants indépendants de I’environnement

Chez S. Typhimurium deux types de mutants ont permis de s’affranchir partiellement ou
complétement de la présence de signaux environnementaux pour activer I'expression des génes
PhoP-dépendants. D’une part, il y a 'alléle phoQ (pho24 ou PhoP®) qui code pour une protéine avec

une seule substitution d’amino-acide dans le domaine périplasmique : T48l (Gunn, Hohmann, et
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Figure 5: Séquence des régions promotrice de phoP chez 3 entérobactéries modeéles. En encadré
sont représenté les sites -10 et -35 pour la fixation de I’ARN polymérase. Pi signifie promoteur
inductible (Mg®"). Pc : promoteur constitutif permet d’avoir un niveau de base de transcription de
phoP. SD : séquence shine dalgarno pour la traduction de 'ARNm en protéine. Les fléches
représentent les PhoP box identifiées. (Derzelle et al. 2004)



Miller 1996). Bien que cet alléle réponde toujours au Mg®* (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman
1996), il est aussi atténué en virulence qu'un mutant phoQ (Miller et Mekalanos 1990) ce qui montre
la nécessité d’une régulation fine des geénes PhoPQ dépendants. D’autre part il existe un allele phoP
désigné PhoP* avec une substitution d’un acide aminé en partie N-terminale. Cette substitution
permet la transcription des génes PhoP-dépendants indépendamment de la kinase PhoQ. En effet,

PhoP* va s’autophosphoryler a partir de I’ACP in vivo (Chamnongpol et Groisman 2000).

La nécessité d’une régulation fine des genes PhoP dépendant est une thématique récurrente dans
I’étude du régulon PhoP. Par exemple, un controle temporel de I'expression de PhoP a été mis en

évidence chez S. Typhimurium (Park et Groisman 2013).

B- La régulation de PhoP-PhoQ

Régulation temporelle et boucle de rétroaction positive.

Chez S. Typhimurium, la régulation temporelle ainsi que les boucles de rétroaction ont été tres
étudié depuis une dizaine d'années. Par exemple Shin et coll. (Shin et al. 2006) ont montré que
I'activation du systéme PhoPQ entraine une augmentation du niveau d'ARNm des génes PhoP-
dépendants et (i) que cette induction était indépendante du géne étudié ainsi que du signal
environnemental (Mg®*, PAMs), (ii) que cette augmentation de I'activité du systéme PhoPQ était due
a une boucle de rétroaction positive : PhoP-Phosphorylé (ou PhoP-P) active sa propre transcription
de l'opéron phoPQ (Soncini, Vescovi, et Groisman 1995). Chez Salmonella et E.coli, phoPQ est un
opéron bicistronique transcrit a partir de deux promoteurs : un promoteur constitutif Pc qui permet
un niveau basal de transcription de I'opéron phoPQ pour la détection du signal, et un promoteur
inductible Pi répondant au bas Mg2+ (Garcia Véscovi, Soncini, et Groisman 1996 ; Kato, Tanabe, et
Utsumi 1999) (figure 5). En réponse aux stimuli, la quantité de PhoP-P augmente tres rapidement
(dizaine de minutes) puis diminue pour atteindre un état stable (environ 20-25% du pic). Il a
également été montré que cette nette augmentation de l'activité dépendant d'une boucle d'auto-
régulation était nécessaire pour la virulence de la bactérie dans le modele souris. En effet, la capacité
de la bactérie a créer une infection létale nécessite qu'elle puisse induire I'expression rapide des
génes activés par PhoP et/ou une inhibition rapide des génes réprimés par PhoP. La régulation de
I'expression du TCS PhoPQ nécessite donc une augmentation rapide et bréve dans le temps.

Récemment il a été montré que le retour de I'activation a un niveau basal était lié a une boucle de

rétroaction négative au niveau de la protéine PhoQ régulant I'équilibre entre ses deux fonctions :
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Figure 6 : Représentation schématique de la régulation post transcriptionnelle et post traductionnelle
du régulon PhoPQ. De petits ARN (MicA, MgrR) et de petits peptides (SafA, MgrB et SlyB) peuvent
réguler la transcription et la traduction de PhoP. D’aprés Needham et Trent 2013 avec modifications.



phosphatase et kinase (Yeo et al. 2012). Le domaine cytoplasmique de PhoQ est séparé en deux sous
domaines, le sous-domaine DHp responsable de la dimérisation de la protéine, contenant I'histidine
conservée et le sous- domaine catalytique contenant le NBP (nucleotides binding pocket) recouvert
d'une boucle ou couvercle (Gao et Stock 2009). L'ATP et I'ADP peuvent tous les deux se fixer au
niveau du NBP et jouer sur l'activité kinase et phosphatase respectivement. L'hypothése est la
suivante, I'ATP se fixe au niveau du NBP et est hydrolysé en ADP + Pi (phosphate inorganique) et c'est
ce Pi qui permet I'autophosphorylation de PhoQ puis est transféré sur I'aspartate conservé de PhoP
pour activer la transcription des génes PhoP-dépendant. L'ADP pouvant aussi se fixer au niveau de la
NBP il y a une compétition entre ADP et ATP pour ce site. Le niveau de phosphorylation diminuant
tres vite aprés fixation de I'ATP, Yeo et ses collegues suggerent que la boucle servant de couvercle au
NBP, piegent I'ADP dans la NBP inhibant ainsi l'activité autokinase de PhoQ et faisant basculer
I'équilibre vers I'activité phosphatase. Cette boucle de régulation négative (courte activité autokinase
et longue activité phosphatase) permet de diminuer et de controler le niveau de PhoP phosphorylé
afin d'éviter un emballement du systeme et de maintenir possible la rapide augmentation de la

transcription des génes nécessaires a l'activation.

La régulation post transcriptionnelle/traductionnelle de PhoP

S. Typhimurium exprime environ 140 petits ARN régulateurs (SRNA) en début de phase stationnaire,
plus de la moitié apparaissent étre unique chez Salmonella et moins de 20% sont commun a toutes
les Enterobacteriaceae (Kroger et al. 2012). Certains de ces sRNA ont un rdle dans la régulation de
PhoP (figure 6) et indirectement influencent la résistance aux peptides antimicrobiens chez
Salmonella ((Kroger et al. 2012), E. coli (Moon et Gottesman 2009) et Yersinia (Nuss et al. 2014). Par
exemple chez E. coli, deux types de sRNA sont liés a I'expression de PhoP (i) le sSRNA MicA se fixe sur
I’ARN de PhoP et inhibe sa traduction par compétition avec le ribosome pour une fixation sur le RBS
(ribosome binding site) (Coornaert et al. 2010), (ii) MgrR régule les modifications du LPS, en effet, il
est transcrit par PhoP puis il va pouvoir réguler I'expression de nombreux genes dont eptB (gene
impliqgué dans l'ajout de phosphoéthanolamine sur le LPS) qu’il régule négativement (Moon et
Gottesman 2009 ; Raetz et al. 2007). Des homologues de MgrR sont retrouvés chez Klebsiella,

enterobacter et Citrobacter (Moon et Gottesman 2009).

De petits peptides transmembranaires sont également capables de réguler I'activité de PhoP (figure
6). lls peuvent avoir un réle activateur ou au contraire inhibiteur de I’activité du régulon PhoPQ.
Par exemple, SafA (sensor associating factor A), chez E. coli, est un petit peptide dont la région

transmembranaire est capable d’interagir avec la région transmembranaire de PhoQ (Eguchi et al.
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2012). Comme décrit précédemment de fortes concentrations en Mg?* sont capable d’inhiber
I'activité kinase de PhoQ pour le garder dans sa conformation phosphatase. Pourtant SafA est
capable d’activer PhoQ méme en présence de fortes concentrations en Mg®* (Eguchi et al. 2012).
MgrB peut également agir avec le domaine périplasmique de PhoQ et inhiber son activité kinase
(contrairement a SafA) et/ou activer sa fonction phosphatase. Des homologues de MgrB sont
retrouvés chez S. Typhimurium et Y. pestis (Lippa et Goulian 2009). YneN (ou B1500) membre du
régulon EvgS/EvgA agit comme connecteur entre ce systéme a deux composantes et PhoPQ en
stimulant l'activité kinase de PhoQ chez E. coli (Eguchi et al. 2007). Enfin, SlyB est capable de
réprimer I'activité de PhoPQ chez S. Typhimurium ((Perez et al. 2009). Tous ces exemples confirment

que l'activité de PhoPQ nécessite une régulation fine et complexe.

C- Le régulon PhoPQ

PhoPQ est un régulateur majeur dans de nombreuses bactéries. De nombreux genes PhoP-
dépendants ont été identifiés a ce jour, certains impliqués dans la virulence (pbgPE par exemple). Les
génes PhoP dépendants peuvent étre classés selon plusieurs critéres, entre autre : en fonction de
leur distribution phylogénétique, du moment d'expression aprés induction et de la nécessité ou non
d'avoir besoin d'un intermédiaire pour leur activation. Cependant le classement le plus commun est

la différence entre les genes directement activés par PhoP et indirectement activés par PhoP.

Les génes PhoP dépendants a activation directe, architecture et régions

promotrices

L'étude des régions promotrices des génes PhoP dépendant ont permis I'identification d’une PhoP
box chez Salmonella (Soncini, Vescovi, et Groisman 1995), E. coli (Kato, Tanabe, et Utsumi 1999 ;
Yamamoto et al. 2002) et Y. pestis entre autre (Li et al. 2008). 1l s'agit d'un motif hexameérique répété
(T/G)GTTTA -5 pb- (T/G)GTTTA (figure 5). Ce motif est généralement trouvé 11-13 pb en amont du
site -10 de I'ARN polymérase soit a la position normalement occupée par la région -35. Cependant, il
est possible que la/les PhoP box se situe(nt) plus en amont que la région -35, ou encore dans
plusieurs orientations possible. Le role de la deuxieme PhoP box dépendra surtout de sa localisation,
elle pourra avoir un réle activateur de la transcription, inhibiteur de la transcription ou encore servira
pour surmonter une inhibition de la transcription médiée par les protéines histones like ou H-NS

(Zwir et al. 2012 ; Perez, Latifi, et Groisman 2008 ; Kong, Weatherspoon, et Shi 2008).
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Une étude tres récente réalisée chez S. Typhimurium a notamment permis d'établir différentes
classes de promoteurs PhoP dépendants (classe | a classe V) (Zwir et al. 2012). Les promoteurs de
classe | ont une seule PhoP box 12 pb en amont de la région -10 en orientation directe (ex: mgtA,
phoP, pmrD), la classe Il regroupe les promoteurs avec deux PhoP box, une en orientation directe
avec une localisation et un phasage analogue a ceux de classe | et une deuxieme PhoP box en amont
de la premiére (ex: virk, mig-14). Les promoteurs de classe lll ont une PhoP box localisée 21-23 nt en
amont du site -10 dans |'orientation directe (ex: ompX), ceux de classe IV ont deux PhoP box, une en
orientation directe avec une localisation et un phasage analogue a ceux de classe Il et une deuxieme
PhoP box en amont ou en aval de ce site (ex : pagP, pagD). Enfin, les promoteurs de classe V
possedent deux PhoP box une en orientation «reverse» localisée 30, 37, 49, 48, 47 ou 58 nt en amont
du site -10, la deuxieme PhoP box soit recouvre le -10, soit se trouve en aval du site d'initiation de la
transcription (ex : pagC, mgtC, ugtL). Les architectures des promoteurs décrites sont a mettre en
corrélation avec le caractere ancestral ou acquis des genes correspondant, plus qu'avec la fonction
de chaque gene. En général ces architectures corrélent aussi (sauf pour mgtA, pmrD et yrbl) avec la
force du promoteur.

PhoP-P ayant un rdle de régulateur, il doit donc pouvoir reconnaitre une large gamme de promoteur
et d'architectures différentes. Il a été montré que PhoP-P avait des profils de fixation différents selon
le type de promoteur sur lequel il se fixe. La plupart des régulateurs transcriptionnels activent la
transcription en interagissant soit avec la sous unité alpha-CTD, soit avec la sous-unité sigma 70 de
I'ARN polymérase (Hochschild et Dove 1998 ; Yamamoto et al. 2002). Ainsi, lorsque la PhoP box ne
chevauche pas la région -35, PhoP-P va interagir avec la sous unité alpha-CTD de I'ARN polymérase.
En revanche, lorsque la PhoP box chevauche completement la région -35, c'est via une interaction
avec la sous-unité sigma 70 que PhoP-P va activer la transcription des génes PhoP-dépendants. Ce
comportement (choix de sous-unités différentes de '’ARN polymérase) est retrouvé chez d'autres
protéines régulatrices comme PhoB et VanR (Blanco et al. 2002 ; Depardieu, Courvalin, et Kolb 2005).
Dans les cas des promoteurs avec plusieurs PhoP box, PhoP-P peut fixer plusieurs sous-unité de I'ARN
polymérase ce qui dénote de la variété des types d'interactions du régulateur transcriptionnel avec
ses régions promotrices cibles. Enfin, dans certains cas, PhoP peut activer la transcription de certains
génes de maniere indépendante de I'ARN polymérase (pas d’interactions entre PhoP et I’ARN
polymérase) comme dans le cas d'ugd (Mouslim et Groisman 2003).

Certaines des architectures décrites précédemment sont retrouvées chez d'autres bactéries, par
exemple le géne mgtC de Y. pestis présente une architecture de promoteur retrouvée chez
S. Typhimurium alors que ugtL chez Salmonella présente une architecture qui n'est retrouvée pour
aucun des génes du régulon PhoP de Yersinia (Perez, Latifi, et Groisman 2008 ; Perez et Groisman

2009).
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Figure 7 : Un exemple de régulation de génes PhoP-dépendant de maniére indirecte : Les modeéles
« boolean AND/OR gate ». A : Le modéle « boolean AND gate » I'exemple du systéme a deux
composantes SpiR/SsrB (Kato, Groisman, et Howard Hughes Medical Institute 2008). B : Schéma
représentant la régulation de SpiR/SsrB par EnvZ/OmpR (Cameron et Dorman 2012).



Les genes PhoP-dépendant a activation indirecte: les connecteurs du systéme

Il existe plusieurs connecteurs décrits dans le régulon PhoP comme les protéines PmrD (E. coli, S.
Typhimurium, Shigella), SlyA, les systéemes a deux composantes PmrAB (Salmonella, E. coli), RcsB. A
partir de quelques exemples je vais essayer d'introduire des types de régulation PhoP-dependant

médiés par des connecteurs pour la transcription de génes indirectement régulé par PhoP.

(i)- Modéle « Boolean AND gate ».

Ce modele met en exergue la nécessité d’avoir tous les signaux au plus fort (« input ») pour avoir le
plus haut niveau de réponse (« output »). Dans le cas de PhoPQ, il se traduit a travers I'exemple du
TCS SsrB/SpiR (figure 7A).

PhoP-P peut activer la transcription des génes ssrB (RR) et spiR (HK) codant pour un autre systéme a
deux composantes essentiel a la production du systéme de sécrétion de type Il Spi/SsA régulant la
survie de Salmonella dans les cellules phagocytaires (Ochman et al. 1996). En parallele de cette
activation, PhoP-P peut activer la transcription d'une troisieme protéine non identifiée (Z sur le
schéma) qui va permettre également I'expression de SpiR. En réponse a un stimulus extérieur SpiR va
phosphoryler SsrB qui va activer la transcription de spiC son géne cible (Bijlsma et Groisman 2005).
On parle de modele « Boolean AND gate » car il y a nécessité de deux signaux concomitants pour

transcrire le géne spiC: le Mg** pour PhoPQ et un signal indéterminé pour SsrB/SpiR.

(ii)- Modele « Boolean OR gate ».

Ce modele désigne un circuit dans lequel au moins un des signaux doit étre fort pour obtenir une
réponse forte. La encore ce type de régulation peut étre représenté chez PhoP (figure 7B).

SsrB/SpiR est régulé par PhoP (voir ci-dessus) mais est aussi régulé par un autre systéme a deux
composante : EnvZ/OmpR. Alors que PhoP contrdle I'expression de SsrB a un niveau transcriptionnel
et post transcriptionnel, OmpR ne régule que l'initiation de la transcription de SsrB et SpiR a partir de
promoteurs séparés (Bijlsma et Groisman 2005). L'hypothése pour expliquer cette double régulation
est que la régulation par PhoPQ d'une part et par EnvZ/OmpR d'autre part permettrait de générer
différentes quantités de SsrB phosphorylé impliquant donc une expression, et une fixation sur des
promoteurs différents dans les macrophages (Bijlsma et Groisman 2005 ; Lee, Detweiler, et Falkow
2000). Ainsi l'expression de spiR est dépendante de OmpR dans les deux heures suivant
I'internalisation de la bactérie, alors que 6 heures apres l'internalisation, I'expression dépendante de

PhoP qui est requise (Lee, Detweiler, et Falkow 2000 ; Feng, Oropeza, et Kenney 2003). Ceci est donc
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