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RESUME

Tous les étres vivants et notamment les bactéries subissent des changements
environnementaux tels que des variations de température, de nutriments, de pH, des
métaux, etc. Ces changements peuvent étre brusques et rapides et par conséquent les
micro-organismes doivent s'adapter aux changements trés rapidement. Les micro-
organismes y compris des bactéries ont développé plusieurs mécanismes de régulation qui
leur permettent de survivre dans I'environnement.

Les métaux ont une importance particuliére pour tous les organismes vivants y
compris les bactéries ; d'une part ils sont nécessaires pour les activités vitales de tous les
étres vivants, et d'autre part ils sont toxiques voire létaux dans les concentrations élevées
pour les bactéries. Par exemple le fer est nécessaire pour des voies métaboliques telle le
cycle de Krebs. Le zinc est nécessaire pour la structure de certaines protéines. Le
magnésium est le cofacteur de plusieurs enzymes telles que des polymérases. Il est aussi
nécessaire pour le repliement des acides nucléiques. Le manganése est impliqué dans les
enzymes peroxidase qui ont le réle de la protection des bactéries.

L'homéostasie des métaux chez les bactéries dépend de transporteurs. Ces -
systémes de transport de métaux sont sous le contréle de régulations étroites par les
bactéries. Les systemes de régulation permettent de controler efficacement autant dans le
cas de manque ou de I'exces des métaux.

Chez les bactéries les métaux sont régulés par deux couches (systémes) connues
de régulation. Un de ces systemes est basé sur des protéines régulatrices des métaux et
d’autres sont constitués d’ARN non codant. Il existe au moins deux groupes distincts d ARN
non codant qui sont impliqués dans la régulation des métaux : des petits ARN comme RhyB
et des riboswitchs tels que les riboswitchs magnésium, manganése et nickel/cobalt.

Le but de cette thése est de découvrir des nouveaux ARN non codant, notamment
des riboswitchs spécifiques aux métaux en utilisant des approches bioinformatiques et de

biologies moléculaires.

Mot clés : ARN non codant (ARNnc), Bioinformatique, Riboswitch, Régulation de métaux.



ABSTRACT

All the living species including bacteria undergo several environmental changes
such as changes in temperature, nutrition, pH, metals, etc. These changes normally occur
suddenly and fast and therefore the microorganisms should be capable to adjust rapidly.
The microorganisms as well as bacteria have developed several regulatory systems, which
allow them to survive in such a fast changing environment.

The metals are especially important for bacteria. On one hand, metals are
essential for vital activity of all the domains of life, including the bacteria, on the other hand
they are toxic or lethal in high concentration. For instance, iron is necessary for metabolism
pathways like Krebs cycle. Zinc is necessary in the structure of some proteins. Magnesium
is a cofactor of several enzymes such as polymerases. It is needed also for nucleic acids
folding. Manganese is involved in peroxidase enzyme, which is protecting the bacteria cells.
In bacteria the metals are transported from exterior to interior or vice versa. Metal
transporting systems are under tight control of regulation systems in bacteria. Bacteria have
regulation systems which control the metal quantity necessary for the cell and which control
efficiently in the case of shortage or excess of metals.

There are at least two regulatory systems for metals in bacteria. One system is
protein based, metal regulatory proteins, and the other is based on noncoding RNA. There
are at least two distinct groups of noncoding RNAs, involved in metal regulation. Small
RNAs like RhyB and riboswitches such as magnesium, manganese and nickel/cobalt
riboswitch. This thesis aims to discover de novo noncoding RNAs, especially riboswitches
specific for metals, by using bioinformatics and molecular biology approaches.

Keywords : Noncoding RNA (ncRNA), Bioinformatics, Riboswitch, Metal Regulation.
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1. INTRODUCTION

1.1 La régulation chez les procaryotes :

Maintenir 'homéostasie de cellules vivantes y compris des bactéries est un
processus actif et complexe qui a besoin d’expression ou de répression de plusieurs génes
(Mandal et al., 2004a). Les bactéries subissent plusieurs formes de stress tels que la
variation de pH, de nutriments, de température, d'ions, etc. Afin de maintenir la stabilité
cellulaire, les bactéries ont plusieurs niveaux de régulation telles que des protéines
régulatrices (Osman et al., 2010) et '’ARN non codants (Waters et al., 2009). Parmi des
éléments mentionnés a réguler, la régulation des métaux chez les bactéries sera étudiée
davantage dans cette thése.

D’'une part, les métaux sont essentiels pour plusieurs activités vitales y compris
des bactéries, d'autre part en concentration élevée ils sont toxiques pour les cellules, par
conséquent les bactéries ont aussi besoin de les éliminer. L'activité oxydoréductase des
métaux transitoires leur confére la caractéristique a la fois de toxicité et a la fois catalytique
(Palmer et al., 2016). Des métaux comme le magnésium, le manganeése, le zinc et le fer
sont utilisés davantage comme cofacteur par certains enzymes ; par exemple le fer est
impliqué dans l'activité oxydoréductase (Waldron et al., 2009; Chandrangsu et al., 2017).
Les métaux sont particulierement importants dans la virulence des bactéries (Turner et al.,
2015), par exemple le magnésium Mg?*, joue un role important dans la virulence chez
Salmonella typhimurium (Garcia Vescovi et al., 1996) et chez Yersinia pestis (Perry et al.,
2015). De méme le fer est impliqué dans la virulence chez Listeria monocytogenes (Pi et al.,
2016).

L’homéostasie des métaux chez les bactéries dépend de transporteurs
(Chandrangsu et al., 2017). Quant a 'homéostasie des métaux, il faut considérer les points
suivant : a) le quota des meétaux : ce qui indique le besoin total des cellules (atome/cellule).
b) la fraction labile des métaux qui change et qui est partiellement accessible pour les
protéines et 'ARN pendant la traduction et la transcription, et finalement c¢) la concentration
libre dans la cellule bactérienne au point de vue thermodynamique (Chandrangsu et al.,
2017).



1.2 L’ARN non codant (ARNnc) :

Bien que les définitions puissent varier légérement selon les sources, pour cette
thése nous entendons par ARNnc des structures d’ARN définies qui ne codent pas pour des
protéines. Plusieurs de ces ARN pourraient plutét avoir un réle de régulation dans les
bactéries (Eddy, 2001). Quelques exemples d’ARNnc bactériens incluent : T-Box (Henkin et
al., 2006), une partie de TARNm qui régule le géne en amont en présence ou absence des
ARNt chargés ; ribozymes, 'ARN avec l'activité catalytique (Altman, 1990; Cech, 1990) ;
riboswitchs partie de TARNm qui régule le géne en aval en présence ou absence des
métabolites ou des ions (Mironov et al., 2002; Nahvi et al.; 2002; Winkler et al., 2002a,b) et
des petits ARN (small RNA, sRNA) qui régule en s'appariant avec leur TARNm cible & 'aide
de certaines protéines chaperonnes (Mizuno et al., 1984). Il y a plusieurs types d’ARNnc
régulateurs chez les bactéries, mais au moins deux grands groupes hétérogénes, les
riboswitchs et les sSRNA dont plusieurs classes ont des réles dans la régulation des métaux.
Parmi ces ARNNc les riboswitchs et le ribozyme hammerhead seront abordés dans cette

these.

1.2.1 Les riboswitchs :

1.2.1.1 Les mécanismes de régulations :

Les riboswitchs sont des ARNnc qui jouent un réle trés important dans la
régulation. Les riboswitchs font partie de la structure de 'ARNm et sont capables de
reconnaitre une molécule particuliere telle que des métabolites ou des ions sans avoir
besoin de protéine (Nahvi et al., 2002). Les riboswitchs chez les bactéries se retrouvent
souvent dans la partie 5-UTR (UnTranslatedRegion), et ils exercent leurs roles de
régulation sur des genes en aval. Le nom « switch » indique le mécanisme de cette
structure d’ARN qui peut avoir deux états, « ON» et « OFF » (Breaker, 2012a). Le
riboswitch thiamine pyrophosphate (Winkler et al., 2002a), se retrouve également chez les
plantes (Wachter et al., 2007) et les champignons (Li et al., 2017).

Chaque riboswitch consiste en deux parties: a) I'aptamére, qui reconnait de
maniére spécifique le ligand, et b) la plate-forme d’'expression qui module I'expression de
génes en aval (Breaker, 2011; Garst et al., 2011). Il existe une partie de séquence
commune entre I'aptamére et la plate-forme d’expression, ce qui permet au riboswitch de
changer de la configuration « ON » a « OFF » et vice-versa. Ces conformations sont



mutuellement exclusives (Breaker, 2012a).

Les riboswitchs ont deux mécanismes

principaux pour la régulation des génes (Figure 1.1). Ces deux mécanismes jouent sur la
transcription (Mironov et al., 2002; Sudarsan et al., 2003), et/ou aussi sur la traduction des
génes en aval (Nahvi et al., 2002; Winkler et al., 2002a). Dans le cas de la transcription
(Figure 1.1 A), en absence ou en présence du ligand, lI'arrét de transcription « Rho
indépendant » suivi par des uridines (Farnham et al., 1981) pourrait se former ou se défaire
selon le riboswitch. De méme maniéere, pendant l'initiation de la traduction, (Figure 1.1 B), le
site de reconnaissance du ribosome (RBS, Ribosome Binding Site), ou Shine-Dalgarno,
(SD) (Shine et al., 1975), peut étre séquestré ou étre libéré, selon le riboswitch (Breaker,

2012a).
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1. Figure 1.1 Des mécanismes principaux de la régulation par le riboswitch.

A) La régulation par la modulation de I'arrét de transcription : En absence du ligand la tige anti-terminatrice se
forme, et le géne se transcrit et donc le riboswitch est en état « ON ». En présence du ligand, I'aptamére stabilise
la tige du terminateur de transcription, suivi par la queue de poly U, ce qui entraine par conséquent l'arrét de la
transcription et donc le riboswitch est dans I'état « OFF ». B) La régulation par la modulation de la traduction : En
absence du ligand, le ribosome peut se lier au site Shine-Dalgarno (RBS) et par conséquent, le géne se traduit.
Alors le riboswitch est en état « ON ». En présence du ligand, I'aptamére séquestre le site Shine-Dalgamo,
empéchant ainsi le ribosome de se lier, et donc la traduction ne peut pas initier, et donc le riboswitch est en état

« OFF ». Tiré de (Kim et al., 2008).



Les riboswitchs, pour un ligand spécifique, peuvent avoir différents mécanismes
de régulation selon I'espéce. Par exemple, le riboswitch adénine a deux modes d’action tels
qu'expliqués plus haut (Figure 1.1) (Mandal et al., 2004b). Ce mécanisme de régulation est
da & une séquence commune entre I'aptamére et la plate-forme d'expression (Rieder et al.,
2010).

Des mécanismes alternatifs de régulation ont aussi été découverts. Un de ces
mécanismes est la régulation « Rho dépendante ». Certains riboswitchs régulent par le
mécanisme « Rho dépendant » en induisant la terminaison de la transcription. Ce
mécanisme parait répandu au sein des bactéries (Hollands et al., 2012). Le mécanisme
« Rho dépendant » peut aussi réguler la transcription chez certains riboswitchs qui
fonctionnent aussi sur l'initiation de la traduction. Par exemple, il a été suggéré que le
mécanisme « Rho dépendant » du riboswitch TPP commence aprés la répression de la
traduction chez E. coli afin d’assurer une double contréle pour I'expression du géne (Bastet
et al., 2017). D'autres mécanismes d'inhibition ont aussi été démontrés, comme la
dégradation de 'ARNm via lARNase E ; par exemple lorsque la lysine se lie au riboswitch
LysC (Caron et al., 2012).

Il existe d'autres mécanismes complexes, mais moins fréquents. La régulation en
tandem pour un méme ligand particulier, permet de lier de fagon coopérative la glycine
(Mandal et al., 2004c) et d'améliorer la réponse a TPP (Welz et al., 2007) ou encore deux
riboswitchs pour deux ligands différents, SAM et, adénosylcobalamine, (B12) qui permet
d'analyser deux « entrées » (input, la concentration de ces deux ligands) pour produire une
« sortie » (output, I'expression du gene) (Sudarsan et al., 2006). Un autre mode de
régulation est utilisé par le riboswitch-ribozyme gimS (Winkler et al., 2004). Lorsque 'ARN
g/mS lie son ligand, la Glucosamine-6-phosphate (GIcN6P), ce dernier sert de cofacteur
pour catalyser la coupure de I'ARN, la partie 5-OH libre sera ensuite dégradée par
FARNase J (Collins et al., 2007) et par conséquent TARNm sera dégradé (Figure 1.2 A).
Bien que le mécanisme cis-acting des riboswitchs soit répandu, un mécanisme trans-acting
de riboswitch (appariement avec un ARN cible autre que son propre ARNm afin de réprimer
I'expression de ce dernier) (Loh et al., 2009) et aussi un mécanisme d'antisens ('ARN qui
se transcrit dans le sens inverse et s’apparie avec ’TARNm du géne a réprimer) (Mellin et al.,

2013) ont été identifiés chez Listeria monocytogenes (Figure 1.2 B).
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2. Figure 1.2 Des mécanismes alternatifs des riboswitchs

A) La liaison de glucosamine-6-phosphate (GIcN6P) change la conformation du riboswitch et le ribozyme se clive.
La partie 5°-OH sera dégradée par IARNase. B) En absence de SAM chez L. monocytogenes, les riboswitchs
SreA et SreB forment un anti-terminateur et la transcription se réalise. En présence de SAM, l'arrét de la
transcription se produit et 'TARN messager (TARNm) fonctionnera comme les petits ARN en trans et déstabilisera
sa cible. Tiré de (Serganov et al., 2013).



1.2.1.2 Le repliement du riboswitch :

La fonction de régulation des riboswitchs commence par la transcription de
I'aptamére qui reconnaitra ensuite le ligand (Garst et al., 2009). Par exemple, le riboswitch
adénine, « add » chez Vibrio vulnificus, qui fonctionne en affectant la traduction, se replie
méme en absence du ligand mais la liaison du ligand stabilise la conformation de
I'aptamére et permet d’augmenter I'expression (Rieder et al., 2007). De méme maniére, il a
été montré que sans ligand, le riboswitch fluor, adopte sa conformation active pendant la
transcription avec une durée de vie trés courte (3 ms), ce qui méne par conséquent a l'arrét
de la transcription ; Par contre en présence de fluor, la conformation de /'aptamére change
pour empécher la formation de I'arrét de transcription et ainsi la transcription se continue
(Zhao et al., 2017).

L'aptamére du riboswitch peut reconnaitre son ligand avec un Ky variant du
picomolaire jusqu'au micromolaire (Breaker, 2012a). Deux états mutuellement exclusifs
peuvent se former au point de vue d’'équilibre thermodynamique pour les riboswitchs (Furtig
et al., 2015). En rajoutant le ligand, le riboswitch se rend dans I'état qui favorise la structure
de I'aptamere, ce qui affectera la structure de la plate-forme d’expression pour activer ou
réprimer le géne (Badelt et al., 2015).

Il a été montré que pour certains riboswitchs, la concentration du ligand requise
est supérieure d’au moins un ou plusieurs ordres de grandeur a la constante de dissociation
apparente, Ky, du riboswitch (Breaker, 2012a). Ce type de riboswitch fonctionne sous le
modéle cinétique et le changement d'un état a l'autre n’est pas réversible (Badelt et al.,
2015).

Dans le modéle cinétique, le ligand doit lier avant que la plate-forme d’expression
se replie. |l existe des sites de pause qui ralentissent la transcription et par conséquent
I'aptamére aura plus de temps pour se replier. L'importance des sites de pause pour le bon
fonctionnement de riboswitchs a aussi été démontrée pour le riboswitch btuB, Bs, chez
Escherichia coli (Perdrizet et al., 2012) le riboswitch de la guanine, xpt-pbuX chez Bacillus
subtilis (Steinert et al., 2017) et les riboswitchs ThiC et ThiM chez Escherichia coli
(Chauvier et al., 2017; Uhm et al., 2018).

Dans le modéle thermodynamique, le ligand peut se lier en méme temps que le
riboswitch complet se replie (Coppins et al., 2007). Par exemple, il a été démontré que dans
le modéle cinétique le riboswitch flavine mononucléotide (FMN) n'atteint pas I'équilibre au

point de vue de I'énergie libre minimale, et par conséquent, il faut plus de concentration de



ligand au moment ou la transcription se continue ou s'arréte (Wickiser et al., 2005). La
concentration du ligand et la vitesse de transcription sont importantes pour le repliement de
I'aptamere fonctionnant sous le modéle cinétique (Wickiser et al., 2005). Dans le cas de
certains riboswitchs comme celui d’adénine, « pbuE » chez Bacillus subtilis les conditions
comme la température et la vitesse de la transcription, peuvent porter la transcription vers
I'équilibre thermodynamique ou bien vers un modéle cinétique (Wickiser et al., 2005). Un
des facteurs les plus importants est la transcription elle-méme, qui a un réle déterminant
pour le repliement et la fonction de certains riboswitchs. Le riboswitch adénine « pbuE »
chez Bacillus subtilis, fonctionne sous le modéle cinétique, il dépend de la transcription
(Lemay et al., 2006) et son repliement co-transcriptionnel selon la concentration du ligand
est déterminant (Frieda et al., 2012; Perdrizet et al., 2012; Chauvier et al., 2017; Steinert et
al.,, 2017; Uhm et al., 2018).

Pour mieux comprendre ce qui peut changer de I'état « OFF » & I'état « ON »,
pour le riboswitch sous le modéle cinétique, il a été suggéré que des structures méta-
stables indépendantes du ligand se forment, ce qui permet de continuer la transcription
sans rentrer dans l'équilibore (Helmling et al., 2017). De plus, pour certains riboswitchs,
comme celui de 2°'—désoxyguanosine (2'-dG), la liaison du ligand favorise le ralentissement
du repliement de l'aptamere, permettant a la polymérase de dépasser la majorité des

structures méta-stables (Helmling et al., 2018).



1.2.1.3 L’effet des cations sur les riboswitchs :

Tout ARN est chargé négativement di & ses groupements phosphates, ce qui
cause une répulsion réduisant la spontanéité de la formation des paires de bases. Par
conséquent, tout cation peut diminuer la charge négative de 'ARN pour permettre son bon
repliement (Draper, 2004). Les métaux, et surtout le magnésium, stabilise la structure 3D de
'ARN (Draper, 2004). Le magnésium et le potassium sont les cations les plus abondants
dans le milieu intercellulaire et ainsi ils font des liaisons non spécifiques avec tous les
acides nucléiques (Ferre-D'Amare et al., 2011).

Des ligands ayant des groupements phosphates peuvent étre reconnus par le
riboswitch via des interactions avec le magnésium, Mg? (Ferre-D'Amare et al., 2011). Par
exemple, le riboswitch thiamine pyrophosphate (TPP) peut reconnaitre son ligand via l'aide
de Mg* qui interagit avec le groupement de phosphate dans le ligand (Noeske et al., 2006).
Ce riboswitch peut se lier a son ligand en présence de 1 mM de Mg* tandis qu'il ne peut
pas se lier a son ligand en présence de cations uniqguement monovalents tel que Na* et K,
méme en concentration élevée (Yamauchi et al., 2005). Le riboswitch adénine, « pbuE »
devient partiellement organisé pour accepter le ligand en présence du magnésium (Noeske
et al., 2007). Un autre exemple montre que la concentration d’au moins 0,5 mM de
magnésium est nécessaire pour le repliement du riboswitch cobalamine afin de reconnaitre
son ligand et afin de permettre la transition d'un état a l'autre (Choudhary et al., 2014). Le
magnésium permet de replier riboswitch LysC pour étre correctement accessible pour son
ligand (McCluskey et al., 2019). Le magnésium n'est pas le seul cation nécessaire pour les
riboswitchs. Pour certains riboswitchs le magnésium pourrait étre remplacé par d'autres
cations. Par exemple le riboswitch lysine a plus d'affinité pour l'ion potassium (K*) que

magnésium, Mg® (Serganov et al., 2008).



1.2.1.4 La structure des riboswitchs :

Différentes classes de structures de riboswitchs ont été identifiées. Les
riboswitchs varient en taille de 30 & 200 nucléotides (Lippa et al., 2012). Deux formes
principales d'architecture pour les riboswitchs ont été proposées I'une est multi-jonctionnelle
comme le riboswitch purine (Figure 1.3 A), alors que la deuxiéme comporte un
pseudonceud comme les riboswitchs S-adénosylméthionine-Il (SAM-II) (Figure 1.3 B) et
fluor (Figure 1.3 C) (Serganov et al., 2013). La forme multi-jonctionnelle pourrait avoir trois
jonctions, comme les riboswitchs qui reconnaissent la famille des purines, ou quatre
jonctions comme le riboswitch SAM-1 (Schwalbe et al., 2007). Les riboswitchs Lysine et
flavine mononucléotide (FMN) ont cing jonctions (Serganov et al., 2013). Il a été suggéré
que les riboswitchs ayant une structure plus complexe sont plus anciens au point de vue
d'évolution et les riboswitchs ayant les structures plus simples sont des nouveaux
riboswitchs, ce qui permet de penser qu'il y aurait encore de nombreux riboswitchs non
identifiés (Breaker, 2012a).

La spécificité d'un aptameére pour son ligand suggere la conservation de la
structure tridimensionnelle au sein de I'évolution (Barrick et al., 2007). La conservation de la
structure est cruciale pour la reconnaissance du ligand, mais dans certains cas, une
mutation dans la séquence peut changer le ligand reconnu. Par exemple, le riboswitch qui
reconnait la guanine (Mandal et al., 2003) et 'adénine ont la méme structure, mais avec un
nucléotide différent. LARN qui serait devenu le riboswitch adénine aurait subi une mutation
du C — U (Mandal et al., 2004b). De méme maniére, quelques mutations de la séquence
de méme structure permettent de reconnaitre la 2'-désoxyguanosine au lieu de la guanine
(Kim et al., 2007). Inversement, un ligand peut étre reconnu par plusieurs structures de
riboswitchs. Par exemple, il existe plusieurs classes de riboswitchs pour le SAM (Epshtein
et al., 2003; McDaniel et al., 2003; Winkler et al., 2003; Serganov et al., 2013).
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3. Figure 1.3 La représentation de la structure de certains riboswitchs.

A) La structure multi-jonctionnel du riboswitch guanine B, C) La structure des riboswitchs SAM-II et fluor avec le
pseudonoeud Tiré de (Breaker, 2011; Breaker, 2012b).

Il existe parfois plusieurs classes de riboswitchs pour un seul ligand ou bien des
structures similaires pour des ligands différents. Autrement dit, il faut s'attendre & retrouver
encore plusieurs nouveaux riboswitchs. |l existe a date prés de 40 classes de riboswitchs,
selon des données cristallographiques et la reconnaissance de ligands, le plus répandu est
le riboswitch TPP dont on retrouve plusieurs milliers d’exemplaires dans les génomes

séquencés de tous les domaines du vivant alors que tout juste une dizaine d'exemplaires
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sont connus pour d'autres riboswitchs, tels que le riboswitch nickel-cobalt (Furukawa et al.,

2015) NiCo, flavine mononucléotide, FMN variant (Blount et al.,

désoxyguanosine (Kim et al., 2007).

2015) ou 2'-

Le tableau ci-aprés présente tous les riboswitchs connus a cette date adapté de (Breaker,

2011).
1. Tableau 1.1 Les ligands qui peuvent étre reconnus par les riboswitchs.
Coenzymes | Nucléotides et dérivés Eiklacs - lons
Amines métabolites
AdoCbl ' Guanine ® Glycine *° il Mg?+ 2%
(sucre)

TPP ? Adénine "° Lysine 2° Azaromatic 2 4
FMN 2 PreQ1 " Glutamine ' Guanidine * | Mn?* 22830
THF ¢ 2'—dG " Ni#*/Co?**
SAM ® c-di-GMP ' H*#
SAH® c-di-AMP "
MoCo ’ c-AMP-GMP '
WCo ® ADP, CDP

HMP — PP % ZTP v

ppGpp'®
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3. (Gelfand et al., 1999; Mironov et al., 2002; Winkler et al., 2002b)
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14. (Nelson et al., 2013)
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24. (Nelson et al., 2017)

25, 26. (Cromie et al., 2006; Dann et al., 2007)
27. (Baker et al., 2012)

28, 29, 30. (Shi et al., 2014; Dambach et al., 2015; Price et al., 2015)
31. (Furukawa et al., 2015)

32. (Nechooshtan et al., 2009)

33. (Atilho et al., 2019)

12



1.3 Le ribozyme hammerhead :

Avant que nous ne connaissions l'existence des riboswitchs, la découverte de
ribozymes (des enzymes faites d’ARN) avait déja démontré la capacité de 'ARN & adopter
des structures complexes. L'un des ribozymes les plus utilisés comme modéle pour I'étude
du lien entre la structure et la fonction de I'ARN est le ribozyme hammerhead.

La premiére évidence du ribozyme hammerhead a été rapportée par (Prody et al.,
1986) et suivi de la découverte d'au moins neuf autres familles d'/ARN ayant la capacité
d'auto clivage y compris le ribozyme hammerhead (HHRz) (de la Pena et al., 2017). Le
ribozyme hammerhead coupe sa propre séquence par une réaction de trans estérification
selon le mécanisme de Sy2 (Figure 1.4 A) (Hammann et al., 2012). Le ceoeur catalytique
minimal est constitué de nucléotides conservés qui sont flanqués de trois hélices (Figure 1.4
B) (Hammann et al., 2012). Le HHRz a été divisé dans trois groupes selon I'ouverture de la
boucle de chaque tige (Figure 1.4 C) (Hammann et al., 2012).

Il a été montré que le HHRz existe dans toutes les domaines de la vie (de la Pena
et al., 2010; Perreault et al., 2011). En utilisant des méthodes de recherche par homologie,
plusieurs nouveaux HHRz ont été découverts (Perreault et al., 2011). La formation d'un
pseudonceud ou autre type d'interaction tertiaire naturelle entre les tiges | et Il forme la
structure tertiaire qui est nécessaire pour I'activité catalytique du HHRz (Perreault et al.,
2011).

Le HHRz a besoin dions métalliques, surtout le magnésium, et un pH
physiologique pour l'activité catalytique (Dahm et al., 1993). Il a été aussi montré que le
HHRz coupe in vitro avec une concentration élevée de 10 mM de Mg?* (Hertel et al., 1994).
Le HHRz peut avoir une activité catalytique en présence d'autres ions positivement chargés
y compris les ions monovalents ou I'ammonium (NH") (Murray et al., 1998). En
conséquence, il a été suggéré que les ions chargés positivement agissent de maniére non
spécifique avec le HHRz et aide au repliement plutét que de participer a la catalyse (Klein et
al., 2006). Pour certains HHRz, comme celui présent chez Schistosoma, la cinétique du
clivage change en fonction de différents métaux tandis que ces métaux replieraient 'ARN

plus ou moins de la méme maniére (Boots et al., 2008).
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4. Figure 1.4 Représentation schématique du ribozyme hammerhead et la réaction
du clivage.

A) La réaction de clivage du ribozyme hammerhead. Le mécanisme s'appelle Sx2 dans laquelle le groupe
d’oxygéne du carbone 2" attaque le voisinage 3'- 5° de liaison phosphodiester. Le 2°, 3" cyclique phosphate et 5'-
hydroxyle se produisent dans les fragments 5°et 3" respectivement. B) La structure minimale et la partie de
coupure du HHR. C) Les trois différents types d'ouverture des tiges avec l'interaction des boucles L1, et L2. Tiré
de (Hammann et al., 2012).
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1.4 La régulation des métaux :

Les métaux jouent plusieurs roles essentiels dans les cellules. Plusieurs aspects
du métabolisme dépendent des cations. Certains métaux sont essentiels pour la structure
de protéines ou peuvent agir comme cofacteur (Waldron et al., 2009). Par exemple I'ADN et
IARN polymérase ont besoins de Mg? comme cofacteur (Vernon, 1988). Le repliement de
I'ARN a besoin du magnésium (Stein et al., 1976a; Misra et al., 2001). Le Mg* s’attache aux
acides nucléiques et par conséquent permet de les replier (Hu et al., 2017). Le nickel est
nécessaire pour le repliement de l'uréase (Hu et al., 2017), et aussi pour son activité
(Hawtin et al., 1991; Carter et al., 2009; Ge et al., 2013) et par conséquent il a un role de
virulence chez Helicobacter pylori, car cette enzyme permet de coloniser I'estomac en
augmentant le pH environnant (Benoit et al., 2013). Le zinc se retrouve quant a lui dans la
structure des protéines a doigt de zinc (Chou et al., 1998; Baglivo et al., 2009). Le fer est '
trés impliqué dans la réaction de transfert d'électrons (Ferre-D'Amare et al., 2011) ; Et il
joue un réle important dans la virulence des bactéries (Palmer et al., 2016). Le manganése
joue un roéle important pour I'activité de la superoxide dismutase (Archibald et al., 1981). Le
manganése peut étre remplacé par le fer dans certaines réactions d'oxydoréductases
(Martin et al., 2015). Le réle du manganése dans la virulence de bactéries a été bien
démontré (Ferre-D'Amare et al., 2011; Troxell et al., 2013a,b; Turner et al., 2015; Palmer et
al., 2016). Ce sont quelques exemples parmi d’autres pour montrer le réle et I'importance
des métaux.

Le magnésium et le potassium sont présents chez plusieurs bactéries a une
concentration intracellulaire de plus de 10 mM tandis que Fe*, Mn?* et Ca*" sont maintenus
dans l'ordre de micromolaire, yM (Finney et al., 2003) ; La concentration du zinc est
maintenue dans l'ordre de femtomolaire, fM (Outten et al., 2001). Il faut savoir que la
détermination de la concentration accessible est difficile & déterminer (Chandrangsu et al.,
2017). La Figure 1.5 présente différentes concentrations des métaux chez E. coli (Spinelli et
al., 2008).
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5. Figure 1.5 Les concentrations des métaux chez E.coli cultivée

dans le LB et le milieu minimal avec glucose mesuré par spectrométre
de masse couplé a un plasma inductif, ICP-MS.

A) Les nombres d'atome par bactérie. Les valeurs sont des moyennes de trois mesures. Les barres d’erreurs
sont I'écart-type (SD). B, C) Le contenu des métaux dans la cellule de bactérie E. coli, moles par cellule volume
pour les bactéries dans un milieu minimal (MM) ou LB. Les colonnes claires (non remplies) présentent la limite de
détection pour les métaux faiblement abondants. Tiré de (Outten et al., 2001).

La régulation des métaux est trés importante pour tous les étres vivants y compris
les bactéries. La régulation et 'homéostasie des métaux se font par plusieurs couches de

régulations y compris des métalloprotéines et des ARNnc (Spinelli et al., 2008).
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L'affinité et la spécificité des métalloprotéines et aussi de certains ARNnc (comme
certains riboswitchs) aux métaux est cruciale, sinon la régulation sera perturbée si un métal
est utilisé a la place de l'autre, c'est-a-dire par une mismetallation (Waldron et al., 2009).

Pour I'ARN qui interagit avec les métaux, I'affinité spécifique au magnésium est
plus énigmatique, car premiérement, la concentration du magnésium est trés élevée dans la
cellule bactérienne (Finney et al., 2003) par rapport aux autres métaux. Deuxiémement, les
ARN ont besoin de Mg?* pour leur repliement (Romer et al., 1975; Stein et al., 1976b; Grilley
et al., 2006). Finalement, les ARN sont négativement chargés, ce qui facilite la liaison avec
tous les cations. Pour creuser ces notions, certaines propriétés physico-chimiques des ions
métalliques pouvant aider @ comprendre la régulation et le repliement de I'ARN sont
abordées ci-dessous.

Il est intéressant de savoir que le magnésium a des propriétés physico-chimiques
différentes par rapport aux autres métaux (Maguire, 2006). La taille du Mg? est trés petite
comparée a d'autres métaux, ce qui permet au magnésium d’avoir une forte liaison
électrostatique avec I'eau (Draper, 2004). La liaison hydrogéne entre le magnésium et I'eau
lui procure le plus grand volume hydraté, environ 400X son volume non-hydraté (le ratio du
volume). Cette proportion pour d’autres ions comme le calcium est 25X ou tout juste 4X
pour le potassium (Figure 1.6 et Tableau 1.2) (Maguire, 2006). En comparant le numéro de
coordination, (le nombre de liaisons possibles pour un atome avec d'autres atomes) du
magnésium et d'autres ions comme le calcium, on comprend que le magnésium et le
sodium sont hexacoordonnés, mais le calcium peut avoir différentes coordinations 6,7, 8 ou
méme 9 (Figure 1.7 et Tableau 1.2) (Maguire, 2006). Chez plusieurs eucaryotes, le calcium
est une molécule de signalisation et il doit faire partie de différentes modulations, mais le
magnésium se lie aux ATP ou aux phosphates des acides nucléiques (Maguire et al., 2002).
Contrairement au magnésium, le manganése a des électrons d, qui font une liaison
covalente avec 'ARN, qui est plus forte que le magnésium (Draper, 2004).

Comment le riboswitch pourrait distinguer entre deux ions divalents dans un
environnement qui contient une concentration élevée de magnésium ? Les sections
suivantes récapitulent la régulation de certains métaux notamment ceux qui pourraient étre

régulés par des ARNnc dans un tableau (Tableau 1.3).
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6. Figure 1.6 La comparaison des ratios de volume du magnésium et du calcium.

La comparaison du ratio de volume hydraté (gauche) vs le volume atomique (droite) du magnésium et du
calcium. Le ratio du volume hydraté du magnésium vs le volume atomique est 400 fois plus grand tandis que le
ratio du volume hydraté du calcium est 25 fois plus grand que son volume non hydraté. Adapté de (Maguire,

2006).
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7. Figure 1.7 L’interaction des ions avec I’ARN.

Haut : A-C) L'interaction du magnésium avec I'ARN. (D-F) L'interaction du calcium avec 'ARN. Le numéro de
coordination du magnésium est toujours 6 tandis que pour le calcium est 6 et 8. Bas : Mg?* 560, Mg®* 580 et Mn?*
550 interagissent avec U7 et G15. Le magnésium interagit avec les groupements phosphates ou via des
molécules d'eaux (groupement OH) ou directement avec la base nucléique. PDB1HEZ (Shi et al., 2000).
Manganése interagit directement avec l'azote de la guanine dans cette position. Des ions portent un numéro
venant de PDB. Tiré de (Kolev et al., 2018).

A, B (Correll et al., 1997)
C (Pallan et al., 2005)

D (Deng et al., 2001)

E (Ippolito et al., 1998)
F (Tanaka et al., 2009)
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2. Tableau1.2 Certaines propriétés physico-chimiques des cations.
fon Rayon (A) |Rayon hydraté| Volume proportion : | Coordination | Pk.d’ion
(A) (hydraté/non hydraté)
Mg* ~0.65 4.3 400X 6 11.42
Ca* 1 4.1 25X 6,7,8,0u9 12.70
Mn? 0.67 ND ND 6,7 10.6
Na* 1 3.6 25X 6 14.48
K* 1.3 3.1 4X 6 ?

Adapté de (Feig et al., 1999; Kehres et al., 2003; Maguire, 2006; Bachas et al., 2018).

(ND) : Non défini. (?) : pas retrouvé.
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3. Tableau 1.3

Le résumé de régulations des métaux chez les bactéries.

lon

Réle

Régulation

Concentration

Fe*

Le cycle de Krebs, la fixation
de [lazote, le transfert
d'électron (Ferre-D'Amare et
al., 2011) et la photosynthése
(Andrews et al., 2003) et les
réactions oxydatives (Cornelis
et al.,, 2011).

Réle dans la virulence de
bactéries (Palmer et al.,
2016).

Protéines :

Fur (Fer uptake protein): Chez E.
coli lorsque le fer est en excés, Fur
empéche la transcription des génes
producteurs de sidérophores (Bagg et
al., 1987).

DtxR (Diphteria toxin repressonr) :
Chez les bactéries a gram-positif la
toxine diphtérique est exprimée
lorsque le fer est en carence (Boyd et
al., 1990; Tao et al., 1994), ce qui est
régulé par DtxR (Schmitt et al., 1991).
ARNnRC :

RyhB : Chez E. coli lorsque le fer est
en manque RyhB réprime des génes
dépendants du fer comme des génes
du cycle de Krebs comme la
succinate déshydrogénase,
'aconitase et la fumarase (Masse et
al., 2005), RyhB est réprimé par Fur
lorsque le fer est en excés (Masse et
al., 2007; Vecerek et al., 2007).

~0.1mM (Finney et
al., 2003);
Concentration
totale de uM a 0.5
mM (Helmann,
2014).

La concentration
libre du fer est trés
faible.

Zn?*

Le zinc a plutét un role
structural, par exemple des
protéines a doigt de zinc
(Chou et al., 1998; Baglivo et
al., 2009). L’ADN et 'ARN
polymérase ont besoin de
zinc. Le ribosome est associé
au zinc (Waldron et al., 2009).
Role de virulence via
régulation par Zur chez E.
coli (Velasco et al., 2018).
Facteur de virulence chez
Streptococcus pyogenes
(Makthal et al., 2017).

Protéines :

Zur (zinc uptake repressor) : Chez
la plupart des bactéries lorsque le zinc
est en exces, Zur empéche la
transcription des génes importateurs
du zinc, znuABC (Gaballa et al.,
1998; Patzer et al., 1998). En méme
temps ZntR, un régulateur d'efflux
chez E. coli contrdle plusieurs
exportateurs comme ZntA (Capdevila
et al., 2016).

totale
al.,

~0.1 mM
(Finney et
2003).

La concentration
libre femtomolaire
(fm) (Outten et al.,
2001).

M92+

Réle de cofacteur pour TADN
et 'ARN polymérase (Vernon,
1988). Le repliement des
acides nucléigues comme
IARN (Stein et al., 1976a;
Misra et al., 2001). L'action
pour flagelles de certaines
bactéries (Imazawa et al,
2016).

Protéines :

Transporteur de magnésium : Chez
Salmonella typhimurium CorA,
(importateur) (Kehres et al., 2003),
mgtA et mgtB (exportateur) (Maguire,
2006).

Systéme a deux composants :
PhoP/PhoQ : Chez  Salmonella
typhimurium (Garcia Vescovi et al.,

1-5 mM
concentration libre
(Alatossava et al.,
1985),
plus de
(Finney et
2003), voire
30mM (Maguire
et al., 2002).

10 mM
al.,
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Role de virulence chez
certaines bactéries comme
Salmonella typhimurium

(Garcia Vescovi et al., 1996).

1996).

ARNnRc :
Mg sensor: Chez Salmonella

typhimurium se retrouve en amont du
géne mgtA (Cromie et al., 2006).
ykoK : Chez Bacillus subtilis se
retrouve en amont du géne mgtE
(Dann et al., 2007).

Mn?

Le réle de la protection
pendant le stress oxydatif
(Turner et al, 2015).
Cofacteur de plusieurs

enzymes de métabolisme de
carbone (Kehres et al., 2003).
La dégradation de diguanylate
cyclic (c-di-GMP) dépend du
magnésium (Papp-Wallace et
al., 2006).

Fixation d’azote chez certaine
bactéries (Hood et al., 2017).

Réle dans la virulence chez
certaines bactéries
(Juttukonda et al., 2015).

Protéines :
MntR: En faible concentration du
manganeése, MntR  active la

transcription de l'opéron mntABCD,
qui est un ABC transporteur (Que et
al., 2000). tandis que en condition
d’excés, MntR réprime I'expression
de mntABCD et mntH deux
transporteurs de manganése ; MntR
active aussi la transcription de deux
pompes defflux de manganése,
MneP et MneS en concentration
élevée (Huang et al., 2017). Chez E.
coli, MntR régule I'expression de la
pompe d'efflux, MntP pour Ile
manganése (Waters et al.,, 2011).
MntX est wun exportateur de
manganése chez N. meningitidis
(Veyrier et al., 2011).

ARNnNc :

En faible concentration un arrét de
transcription empéche la transcription
du géne mntH, tandis qu'en
concentration élevée, le géne mntH
se transcrit (Shi et al., 2014).

En faible  concentration chez
Lactococcus lactis le riboswitch yybP-
ykoY empéche la transcription du
géne yoaB (Price et al., 2015). Chez
E. coli en concentration élevée le
nboswitch  yybP-ykoY permet la
traduction du géne mnitP, qui est un
exportateur de manganése (Dambach
etal., 2015).

10-100
(Finney

et

uM
al.,

2003). De puM a
0.5 mM (Helmann,

2014).
La
pourrait

concentration
atteindre

a lordre de mM
(Papp-Wallace et

al., 2006).

Ni#*/Co*

nickel :

L'activité de l'uréase dépend
du nickel chez S. aureus
(Hiron et al., 2010) et H. pylori
(Benoit et al, 2013).
Repliement de l'uréase (Hu et
al., 2017).

cobalt :

Cofacteur d'enzymes telle que
méthylmalonyl-

CoA, la méthionine -
aminopeptidase et la glucose

Protéines :

Transporteurs :

CorA (Smith et al., 1993; Niegowski
et al., 2007).

ATP Binding Cassette (Rodionov et
al., 2006).

NikR: En concentration élevée
empéche la  transcription de
nikABCDE (Chivers et al., 2000), qui
code pour ATP Binding Cassette chez
E. coli (Navarro et al., 1993).

NikA : Faire rentrer en se liant au

Faible abondance

(Finney
2003).

et

al.,
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isomérase (Kobayashi et al.,
1999), monoxyde de carbone

déshydrogénase (Ragsdale et
al., 1996), [luréase et
I'hydrolase chez H. pylon
(Olson et al., 2001).

nickel via deux canaux
transmembranaires, NikB et NikC (de
Pina et al., 1995; Mulrooney et al.,
2003).

NiCoT : Transporteur de nickel et
cobalt (Eitinger et al., 2005).

RcnR: régule la pompe d'efflux,
RcnA en présence de nickel et/ou
cobalt (lwig et al., 2008; Blaha et al.,
2011). Le cobalt peut étre exporté par
la pompe d'efflux CzcDABC (Nies,
1995).

ARNnNc :

Le rnboswitch NiCo se retrouve en
amont du gene de czecD chez
plusieurs espéces (Furukawa et al.,
2015).

Ca®

La sporulation (Herbaud et al.,
1998), division  cellulaire
(Norris et al., 1996), virulence
(Guragain et al., 2013; Broder
et al,, 2016).

Chez certaines bactéries
action de flagelles dépend de
calcium (Imazawa et al,
2016). La formation de biofilm
chez certains pathogénes
(Garrison-Schiling et al,,
2011). Régulateur  pour
certaines enzymes comme la
gyrase GyrA (Karkare et al.,
2012).

Protéines :
CaBP (Calcium Binding Proteins) :
Des protéines régulatrices

ressemblant a la calmoduline (Norris
et al., 1996) contenant un ou deux
motifs de EF-hand protéine, hélice-
boucle-hélice. Il existe d'autres
CaBPs moins répandus.

L’efflux :

Systéme a deux composants :
PhoP/PhoQ: Chez  Salmonella
typhimurium (Garcia Vescovi et al.,
1996).

CarSR calcium-regulated Sensor-
Regulator Chez Vibrio cholerae
(Bilecen et al., 2009). Chez P.
aeruginosa PAO1 CarSR considéré
comme régulateur de calcium
(Guragain et al., 2016). Exportateur
comme CaxP chez Streptococcus
pneumoniae (Rosch et al., 2008),

LmrP chez Lactococcus lactis
(Schaedler et al., 2012).

L’afflux :

Le calcium peut rentrer par

polyhydroxybutyrate-polyphosphate
(PHB-PP) (Das et al., 2001), des
canaux ioniques voltage-dépendant
(Bruni et al., 2017).

~0.1mM (Finney et
al., 2003). Chez
E. coli 90 + 10 nM
(Gangola et al.,
1987) ; peut
atteindre a 1-2 pM
(Naseem et al.,
2007). Chez
Pseudomonas
aeruginosa  100-
200 nM (Guragain
et al, 2013). La
concentration
libre :100-300 nM
(Dominguez,
2004).
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1.5 Le motif boucle E (loop E) :

1.5.1 Structure de la boucle E :

Certains ARN sont constitués de certaines boucles internes (internal loop), qui
séparent la double hélice en deux parties de maniére symétrique ou asymétrique (Hendrix
et al., 2005). Ces boucles internes peuvent avoir des paires de bases non Watson-Crick
(Hendrix et al., 2005). Une boucle qui s’appelle, la boucle E a été rapportée pour la
premiére fois chez 'ARN ribosomal 5S de E. coli (Figure 1.8 A) (Fox et al., 1975). Les
nucléotides de boucle E forment des paires de bases non Watson-Crick et la conservation
absolue n'est pas essentielle pour le repliement tertiaire de 'ARN ribosomal 5S, mais
fournie un caractére intrinséque afin de maintenir la structure des boucles internes via des
paires de bases non canoniques (Brunel et al., 1991). Ce motif, également nommé Sarcin-
Ricin (Figure 1.8 B) ou bulged-G, a la séquence conservée RAGUA, (Endo et al., 1993). La
boucle E (loop E), a été identifiée comme un centre de liaison de métaux (Correll et al.,
1997; Feig et al., 1999).

8. Figure 1.8 Le consensus de la boucle E
retrouvé chez ’ARN ribosomal 58S et 23S.

Le consensus de la boucle E retrouvé chez I'ARN ribosomal 5S. B) Le motif AGUA est présenté dans la boucle
Sarcin/Ricin de 'ARN 23S chez E. coli. Adapté de (Leontis et al., 1986; Leontis et al., 1998).
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1.5.2 Le role de la boucle E et les métaux :

Il a été montré que le repliement de I'ARN ribosomal 5S a besoin d’'une certaine
concentration du magnésium et il est aussi possible en présence de calcium (Leontis et al.,
1986) et plus tard la boucle E a été identifiée comme un centre de liaison de métaux
(Correll et al., 1997). En fait, quatre ions de magnésium stabilisent les paires de bases non
Watson-Crick (Figure 1.9) (Correll et al., 1997). Deux atomes sur quatre de ces atomes de
magnésium sont présentés (Figure 1.9) et deux de ces atomes pourraient étre remplacés
par d’autres ions dépendamment des propriétés des ions (Feig et al., 1999).

D'ailleurs, une boucle similaire & la boucle E ayant I'affinité pour le zinc a été
identifiée (Ciesiolka et al., 1995). Il a aussi été montré que le potassium comme un ion
monovalent peut interagir avec les paires de bases non Watson-Crick, mais de maniére

moins spécifique que le magnésium (Auffinger et al., 2004).

9. Figure 1.9 L’interaction de magnésium avec la boucle E de ’ARNr 5S.

Quatre ions de magnésium stabilisent les paires de bases non Watson-Crick de la boucle E de I'ARN ribosomal
58S, déterminées a 1.5 A°. Deux atomes parmi les quatre observés dans le cristal sont montrés. Tiré de (Feig et

al., 1999).
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1.6 La prédiction d’ARN non codants :

La prédiction de structures secondaires d’ARN permet de trouver des nouveaux
ARNnRNc avant d’explorer leur fonction (Seetin et al., 2012a) quoique cela requiert beaucoup
de temps et d’énergies au point de vue de calcul. La génomique comparative est un outil qui
permet de trouver des ARNnc dans n'importe quelle espéce, mais en particulier chez des
procaryotes (Rivas et al., 2001a,b) ou des champignons (Li et al., 2017). Plusieurs
candidats de riboswitchs ont été découverts en utilisant la méthode de génomique
comparative (Weinberg et al., 2010; Weinberg et al., 2017). Un algorithme permettant de
détecter des covariations au sein d’alignements de séquences a été développé (Rivas et al.,
2001a,b), ce qui a permis de trouver des ARNnc chez E. coli (Rivas et al., 2001b).
Contrairement aux protéines, les séquences primaires d’ARNnc sont souvent peu
conservées et par conséquent, I'utilisation de Basic Local Alignment Search Tool nucleotide
(BLASTn) (Aitschul et al., 1990; Camacho et al., 2009) pour trouver 'homologie n'est pas
toujours efficace (Nawrocki et al., 2013). En effet, I'alignement de séquences d’ARNnc
homologues montre souvent une identité de 60 % ou moins (Gardner et al., 2005).

Les riboswitchs se retrouvent dans la région 5'-UTR de bactéries (Breaker, 2011)
et par conséquent chercher ces ARNnc dans cette région parait logique (Barrick et al.,
2004). En utilisant BLASTn sur les régions intergéniques chez B. subtilis et en comparant la
conservation, plusieurs riboswitchs ont été découverts (Barrick et al., 2004). Une autre
méthode prend tous les génes homologues et prédit une structure secondaire pour
retrouver des nouveaux riboswitchs (Yao et al., 2007). Une méthode qui retrouve des
séquences homologues et ensuite prédit la structure secondaire a été utilisée pour
découvrir des nouveaux riboswitchs (Tseng et al., 2009). La méthode de génomique
comparative utilise des méthodes de prédiction de la structure secondaire d’ARN.

Plusieurs méthodes de prédiction de la structure secondaire d’ARN seront
expliquées ci-dessous. Chaque méthode a ses avantages et ses inconvénients au point de
vue de la vitesse de prédiction et de précision de la prédiction. On peut distinguer deux
approches différentes pour la prédiction de la structure d'’ARN, certaines méthodes sont
basées sur l'alignementde séquences tandis que d'autres ne sont pas basées sur
l'alignement de séquences (Hamada, 2015).

La prédiction de la structure secondaire d’ARN a partir d'une seule séquence est
basée sur le repliement d’ARN ayant I'énergie libre minimum, MFE (Minimum Free energy)
(Mathews et al., 2010). Dans cette méthode la structure d’ARN (ayant des paires de bases)
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est en équilibre avec les parties non structurées (Seetin et al., 2012b). Les nucléotides qui
font des paires de bases diminuent I'énergie de la structure au point de wvue
thermodynamique, AG ; et les nucléotides qui se retrouvent dans la partie simple brin,
boucle ou bulge, augmentent I'énergie de la structure (Lorenz et al., 2016). Le premier
algoritﬁme a été développé pour maximiser le nombre de paires de bases dans une
séquence (Nussinov et al., 1980). Une version avancée pour la prédiction de structure
secondaire d’ARN a été implémentée par mfold (Zuker et al., 1981; Zuker, 2003) et Vienna
package (Hofacker, 2003; Lorenz et al., 2016) Ces deux méthodes, Vienna package et
mfold, utilisent I'énergie libre minimum MFE, afin de prédire la structure secondaire
(Mathews et al.,, 2010). Afin de surmonter des problémes de MFE ('ARN a une seule
conformation d'équilibre et des paires de bases voisines diminuent toujours I'énergie
minimale) (Seetin et al., 2012b), la fonction de partition (partition function) a été utilisé. C'est
une sommation de toutes les constantes d'équilibre pour toutes les structures possibles
(McCaskill, 1990). La méthode Vienna package prend en compte la probabilité de la
structure prédite avec MFE parmi d’'autre structures, (partition function) et la probabilité de
former des paires de bases dans une structure donnée parmi d’autres structures prédites
(Seetin et al., 2012b). La version avancée de mfold (Zuker, 2003) fonctionne avec une
approche pour chercher des structures « sous optimales ». Dans cette approche plusieurs
structures ont été considérées ayant I'énergie libre minimum, MFE (Seetin et al., 2012b).
Cette approche est utile pour la prédiction de structures d’ARN ayant des structures
alternatives comme des riboswitchs (Li et al., 2014).

Des méthodes de prédiction de structures basées sur I'apprentissage de machine
(ML) ont été aussi développées (Hamada, 2014). Parmi ces méthodes, celles des
statistiques comme, sfold (Ding et al., 2005), CONTRAfold (Do et al., 2006) et Stochastic
context free grammer (SCFG) (Dowell et al., 2004) ont été considérées dans cette
catégorie.

La prédiction de la structure secondaire d’ARN en utilisant une seule séquence ne
peut pas étre précise. La limitation vient du manque de connaissance sur le modéle
d'énergie dARN et de la simplification de beaucoup de parametres de simples brins
(Backofen et al., 2014). Afin de surmonter ces problémes, la prédiction de la structure
secondaire basée sur I'alignement de séquences a été proposée (Backofen et al., 2014). La
structure secondaire et la structure tertiaire subissent moins de changement au sein
d'évolution par rapport a la séquence. Des substitutions de séquences seront compensées
afin de préserver la structure et évidement la fonction de 'ARN (Aigner et al., 2012). Il existe

trois approches différentes pour la prédiction de structure secondaire basée sur I'alignement
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de séquences. I) Aligner des séquences d’abord et ensuite les replier. Il) Replier et aligner
des séquences en méme temps. lil) Replier d’abord et ensuite aligner (Seetin et al., 2012b).
Les exemples ci-dessous expliquerons mieux ces trois approches.

1) RNAalifold (Hofacker et al., 2002; Bernhart et al., 2008), prend en compte le
minimum d’énergie des séquences alignées au lieu d'une seule séquence et ensuite prédit
la structure secondaire de cet alignement (Backofen et al., 2014).

I) Parmi des méthodes qui alignent et replient en méme temps, I'algorithme de
Sankoff est bien connu (Sankoff, 1985). Dans cette nouvelle méthode, des séquences
seront repli€es comme une seule séquence, pourvu que toutes les contraintes de prédiction
de paires de bases, de la MFE, soient considérées pour toutes les séquences dans
l'alignement (Havgaard et al., 2014). FOLDalign (Gorodkin et al., 1997; Havgaard et al.,
2007) est un exemple qui maximise des probabilités de paires de bases au sein des
séquences, plutét que I'énergie libre minimale (Seetin et al., 2012b). LocARNA (Will et al.,
2007) implémente aussi l'algorithme de Sankoff et permet de détecter la structure
conservée de l'alignement des séquences. LocARNA maximise le nombre de paires de
bases possibles entre deux séquences (Seetin et al., 2012b). Dans la méme optique que
LocARNA, PART (Harmanci et al., 2008) utilise des méthodes probabilistes comme la
fonction de partition, (partition function), pour maximiser des nombres de paires de bases
(Seetin et al., 2012b).

lll) RNAshapes (Steffen et al., 2006) produit d’abord une énumération d'une
représentation abstraite de 'ARN (Shapes) et calcule la probabilité de chaque structure.
Ensuite, un calcul thermodynamique permet de choisir la structure la plus probable qui ont
cette forme abstraite en commun (Seetin et al., 2012b).

Une approche qui détecte I'ARN fonctionnel a été proposée par la méthode RNAz
(Washietl et al., 2005), ce qui prend en compte la structure secondaire de 'ARN conservée
selon le consensus d’alignement de séquences et puis calcule la stabilité de cette structure
selon le point de vue thermodynamique (Washietl et al., 2005). Une autre méthode de
prédiction a été implémentée par CMfinder, qui prédit la structure d’ARN selon la covariance
de séquences (Yao et al., 2008). CMfinder permet de détecter des motifs d’ARN avec une
faible conservation de séquences (Yao et al., 2007). CMfinder pourrait étre considéré
comme un outil puissant pour retrouver des nouveaux ARNnNc, y compris les riboswitchs
(Ruzzo et al., 2014). Plusieurs méthodes ont été développées basées sur le repliement et
I'alignement de la structure (Will et al., 2007; Seetin et al., 2012b; Havgaard et al., 2014).

La plupart de ces méthodes utilisent un nombre de séquences limitées, car en

augmentant le nombre de séquences et leurs longueurs, le temps de calcul augmente de
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maniére exponentielle. Une méthode qui combine plusieurs méthodes de prédiction
nommeées ci-dessus a été utilisée par GraphClust (Heyne et al., 2012). GraphClust permet
de prendre plusieurs séquences de différentes longueurs et ensuite de les mettre dans les
groupes (clusters). Contrairement aux autres méthodes nommeées auparavant, le temps de
calcul est linéaire et donc le nombre et la longueur des séquences ne sont pas limitantes

pour la prédiction de la structure secondaire d’ARN.

29



1.7 Problématiques et hypothése et objectifs

1.7.1 Problématique :

La découverte de RhyB et d'autres riboswitchs pour le Mg#, Mn?* et Ni#/Co*
montre qu'il existe aussi un systéme de régulation des métaux au niveau de 'ARN. Apres la
découverte de deux riboswitchs spécifiques aux ions, Mg?*, nous avions estimé qu'il devrait
probablement exister d'autres ARN non codant ou riboswitchs spécifiques aux métaux.
Actuellement, il existe deux classes pour les riboswitchs magnésium, deux classes pour les
riboswitchs manganése et aussi une classe de riboswitch qui reconnait Ni**/Co*. Ces
données suggérent qu'il y aurait d'autres ARN non codant régulateurs des métaux.
Plusieurs questions pourraient se poser ainsi: Comment d'autres métaux pourraient se
réguler ? Est-ce qu'il existe d’autres riboswitchs pour les ions de transition comme le Cd*'
ou des métaux alcalins comme le Ca* ? Est-ce qu'il y aurait un ARN régulateur pour
chaque ion métallique ou existe-t-il un méme ARN non codant pour plusieurs différents
métaux ? Est-ce qu'il y aurait d'autres classes de riboswitchs pour des ions tel que Mg*,
Mn?* et Ni#*/Co? ?

1.7.2 Hypothése :

Nous émettons I'hypothése qu'il existe d'autres riboswitchs spécifiques aux
métaux qui pourraient moduler certains génes chez les procaryotes et notre objectif général

est de les trouver et éprouver leur authenticité.

1.7.3 Objectifs :

Afin de réaliser ce projet deux objectifs principaux et plusieurs sous-objectifs ont
été établis :

A. Trouver un ou plusieurs riboswitch(s) en utilisant des méthodes bioinformatiques de
génomique comparative tenant compte des prédictions de structures secondaires de
'ARN.

I. Mettre en place une base de données pour faciliter I'extraction des séquences

intergéniques en amont de génes avec des fonctions associées aux métaux.
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Il. Utiliser cette base de données en combinant avec d'autres bases de données

publiques pour faire de nouvelles recherches sur une fonction particuliére, par

exemple le réle de 'ARNnc dans la virulence.

Ill. Etablir un « pipeline » pour la découverte de nouvelles structures conservées.
B. Eprouver l'authenticité des ARNnc candidats pour la régulation des métaux, incluant
les riboswitchs candidats trouvés suite a l'objectif « A », par des méthodes de

biologie moléculaire comme « in-line probing » et des essais fonctionnels en

bactérie.

Chercher et caractériser des ribozymes hammerhead agissant
potentiellement comme senseurs d'ions métalliques.

Caractériser des riboswitchs ressemblant a yybP-ykoY qui serait
potentiellement des riboswitchs pour le calcium.

Caractériser de potentiels riboswitchs calcium trouvés chez Sinorhizobium et

Yersinia/Serratia.
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hammerhead type |l (variant sauvage, A6 et mutant, AGC) et I'a testé en présence de Mg?* et
Mn?*. Toutes les analyses pour déterminer le kops pour le ribozyme hammerhead type Il ont
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Résumé :

Le ribozyme hammerhead est un des ARN les plus étudiés au point de vue
biochimique et structural. L’activité d’auto-coupure du ribozyme hammerhead dépend des
cations, en particulier des cations divalents. Le magnésium étant le cation divalent le plus
abondant dans les cellules, il joue un role important dans [I'activit¢ du ribozyme
hammerhead, mais d'autres cations tel que le manganése permettent aussi son activité. Le
cceur catalytique du ribozyme hammerhead est trés conservé. L'importance des nucléotides
du coeur catalytique du ribozyme hammerhead pour son activité d’auto-coupure a été
largement étudiée et la majorité de ces nucléotides sont considérés invariables. Dans cet
article on montre l'effet d’une variation naturelle dans le coeur catalytique du ribozyme
hammerhead Bcep176 qui favorise I'activité d’auto-coupure en présence de manganése
plutdt que d’'autres cations y compris le magnésium.

Telle que présentée dans cet article, la déviation du consensus appelé désormais
la « mutation » ABC, qui favorise un ligand (le manganése) par rapport a d'autres ligands
(tel le magnésium), nous permet de jeter un nouveau regard sur I'évolution de motifs d’ARN
complexes. En effet, nos résultats pourraient contribuer a mieux comprendre I'évolution de
certains ARNnc (tel le ribozyme hammerhead et des riboswitchs) vis-a-vis les métaux en
démontrant qu'une simple mutation ponctuelle peut grandement affecter la préférence pour
de tels ligands, ce point sera davantage élaboré dans la partie discussion (chapitre 6) de
cette thése. Ces travaux permettent aussi de reconsidérer l'effet de changements dans le
ceeur catalytique de l'important modele d’étude de 'ARN qu'est le ribozyme hammerhead
dans le contexte de ribozymes complets, c’est-a-dire avec l'interaction entre les tiges 1 et 2,
par opposition au ribozyme minimal qui a été plus étudié. Ainsi, non seulement le ribozyme
hammerhead apparait-l comme un exemple d’'un ARNnc ayant le potentiel de fonctionner
comme un senseur dions métalliques, mais aussi comme un exemple d'une possible
variation de spécificité de ligand métallique tel que décrit dans le chapitre de résultat

(chapitre 5) sur le riboswitch yybP-ykoY et ses variants.
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Abstract :

Hammerhead ribozymes are one of the most studied classes of ribozymes so far,
from both the structural and biochemical point of views. The activity of most hammerhead
ribozymes is cation-dependent. Mg®* is one of the most abundant divalent cations in the cell
and therefore plays a major role in cleavage activity for most hammerhead ribozymes.
Besides Mg, cleavage can also occur in the presence of other cations such as Mn*. The
catalytic core of hammerhead ribozymes is highly conserved, which could contribute to a
preference of hammerhead ribozymes toward certain cations. Here, we show a naturally
occurring variation in the catalytic core of hammerhead ribozymes, A6C, that can favor one

metallic ion, Mn?*, over several other cations.

Keywords : manganese; magnesium; cation; RNA variants; C6 hammerhead variants; A6.
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2.1 Introduction

Independent discoveries by the laboratories of Thomas Cech and Sidney Altman,
leading to a shared Nobel prize in chemistry in 1989, demonstrated that RNA could catalyze
chemical reactions [1-5). Naturally occurring ribozymes [3-6] include group | [1] and Il [7]
introns, RNAse P RNA [2], spliceosomal RNA [8] and ribosomal RNA [6], as well as small
hammerhead [9,10], Varkud satellite (VS) [11], hairpin [12], hepatitis delta virus (HDV) [13]
(and HDV-like [14]), twister [15] (and twister sister), pistol, hatchet [16] and g/ImS ribozymes
[17]. Hammerhead ribozymes (HHRz) were observed for the first time in the late eighties in
tobacco plants [9,10]. The HHRz were the most studied ribozymes for self-cleavage activity,
becoming models for research on RNA structure and function [18]. Since then, it has been
shown that HHRz are widespread and could be found in all domains of life [19-22].

At physiological pH level, the activity of HHRz depends on metal ions, especially
Mg?* [23], which supports cleavage in vitro for a minimal, but sub-optimal, HHRz sequence
at 10 mM [24]. Other ions can also activate the self-cleavage of HHRz [25]: cations like
ammonium (NH4*) can support the activity of HHRz [26] and large tetraalkylammonium ions
significantly increase the rate of HHRz in addition to Mg?* [27]. The cleavage rate of HHRz
was tested with transition metals and depending on the conditions and ribozymes tested,
cleavage with Mn?* showed three times [28] and up to seventy-six times [29] better cleavage
than Mg?. In fact, metal ions like Mn?" bind to specific nucleotides of the catalytic core, such
as the phosphate of A9, the nitrogen from G10.1 and the oxygen of G12 [30-33] (Figure
2.1). Nevertheless, the finding that Mn?* bound to hammerhead ribozymes and bound more
strongly than Mg® or K* [34] is not surprising given that Mn?* also binds RNA better, in
general [35]. '
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10. Figure 2.1  The structure and sequence

consensus of the hammerhead ribozyme (HHRz).

The structure and sequence consensus of the hammerhead ribozyme (HHRz). The standard numbering of
positions in the catalytic core of HHRz is shown. The cleavage site is indicated by an arrow. H: stands for all the

nucleotides except G. The curved arrows illustrate the tertiary interaction between the stems | and Il.

The minimal catalytic core of HHRz is made of the core consensus
C3U4G5A6NG8A9-G12A13A14 with the A15-U16 base pair and H17 cleavage site
surrounded by three helical stems [25] (Figure 2.1), which are necessary for cleavage
activity. Nevertheless, some rare variations at certain core positions decrease the cleavage
rate in a few natural HHRz, but the ribozymes presumably remain functionally active in vivo
[20]. Two examples of  variants, U(2a)G(2b)U(3)U4G5A6C7G8A9 and
G(2a)C(2b)C(3)U4G5A6C7G8A9 from halophilic organisms, were suggested to modulate
gene expression according to divalent cation concentrations [20].

We hypothesized that some other HHRz would also be likely to have varying ion
specificity. We set our goal to determine first whether a previously identified core variant
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(ABC) from bacteriophage Bcep176 could have altered cation preferences, and second if
this single A6C substitution within the core could alter ion preference for other HHRz. To
keep the naming convention clear, the natural variant Bcep 176 will be denoted as Bcep176
(C8). In this paper, we show that this naturally occurring variation from the typical catalytic
core is deleterious for cleavage activity with Mg?* (and other divalent cations), but still allows

good cleavage activity with Mn?*.

2.2 Results

2.2.1 Varying metal ion preference of a HHRz variant :

We assayed over a dozen putative ribozymes (selected from [20]) that either had a
variant core or gene context suggestive of cation regulation (Tables S1 and S2, I'annexe IlI).
Five were active in our assay conditions, including the Bcep776 (C6) variant which barely
cleaved during transcription, but was active in the presence of Mn?* after purification (Table
S1, 'annexe lll). We determined how this natural variation (C6) could affect the cleavage of
Bcep 176 (CB) in the presence of various ions and wes found marked differences between
activity in Mg?* and Mn?. To verify the specificity of Bcep176 (C6) for metal ions, Mg, Mn?*
and other metals such as Ca?, Zn%, Ni**, Co*, Cd* and Cu?* were tested at 0.01, 0.1 and 1
mM, with the exception of Cu®, which was tested at 0.01 and 0.1 mM (Figure 2.2 A).
Cleavage occurred solely in the presence of either Mg?* or Mn%. To determine the cleavage
activity of RNA Bcep176 (C6), assays were performed for up to 60 min in the presence of
Mg?* at 0.3, 1, 3 and 10 mM; and for Mn?" at 0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1 and 3 mM (Figure 2.2 B,
C). The cleavage activity of Bcep776 (C6) at 0.1 mM Mn?* was observed, whereas no
cleavage activity was observable at 0.1 mM Mg?* (Figure 2.2 B, C). The kas Values were
calculated as 0.31 min” and 0.29 min™ at 1 and 3 mM Mn?, respectively (Figure 2.2 C),
whereas kqs values at equivalent Mg?* concentration were calculated as 0.0041 min™ and

0.051 min™, respectively' (Figure 2.2 B).

1 All data can be found in complementary annex (I'annexe IlI-C).
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11. Figure 2.2  Cleavage assay for the hammerhead ribozyme
Bcep176 (C6).

A) Cleavage assay of Bcep176 (C6) in the presence of other metals. For Mg?, concentrations of 0, 0.01, 0.1, 1
and 10 mM were used. For the other metal ions tested, the concentrations were 0, 0.01, 0.1 and 1 mM. For
assays with Cu?, the concentrations were 0, 0.01 and 0.1 mM. B, C) Cleavage assay of HHRz Bcep176 (C6) in
the presence of indicated concentrations of Mg? and Mn?. Incubation times were 2, 5, 10, 20 and 60 min at 37

°C. The first and last wells are negative controls (no divalent cations).

To better understand the role of Bcep 176 (C6) regarding higher activity with Mn**
compared to Mg?*, we did the inverse mutation C6A, leading to Bcep176 (C6A), reverting to
consensus A6 and a negative control mutation of GAAA — GUUU (sequences B and C of
Figure 2.3, respectively). Cleavage did not take place in the inactive mutant GAAA —
GUUU, as expected. In contrast, for the inverse mutant Bcep776 (C6A), more efficient
cleavage took place, both in the presence of 1 mM Mn?* and during transcription (256 mM
Mg?) (Figure 2.3 D), indicating that the “consensus-like” Bcep176 (C6A) mutant did not
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discriminate between Mg? and Mn?. The higher cleavage (36% and 46%) observed in the
presence of 0.1 and 1 mM Mn?, respectively, for native Bcep176 (C6) suggests that the
nucleotide C6 in this WT hammerhead causes a preference for Mn?* over Mg?* (Figure 2.3
E). The fact that Bcep176 (C6) barely cleaved during transcription (25 mM Mg?*) (Figure 2.3
D), but cleaved to ~40% with 10 mM Mg?* (Figures 2.2 and 2.3 E), may be due to
differences of folding during in vitro transcription compared to folding after purification and

snap cooling.
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A) Native Bcep176 (C6) bears a natural variation from the consensus catalytic core, C8, instead of A6, shown in red. B)
Bcep176 (C6A) reversed to “standard consensus” (C6A), in red. C) Introducing a mutation to change GAAA to GUUU
in order to inactivate the ribozyme Bcep176. D) Cleavage during in vitro transcription (in the presence of 25 mM Mg?*)
for native Bcep176 (C6), mutant Bcep176 (C6A) and inactive Bcep176 (GUUU). E) Cleavage assay of Becep176 (C6),
mutant Bcep176 (C6A) and inactive Becep176 (GUUU) in the presence of 0.1 mM and 1 mM Mn? compared to 1 mM
and 10 mM Mg?'. The incubation time was 60 min for all the assays.




2.2.2 Effect of A6C mutation on another HHRz :

Furthermore, we used a different HHRz with high self-cleavage activity in the
presence of Mg* to explore if an ABC mutation within a consensus HHRz catalytic core
would lead to the same phenotype, i.e., cleavage in the presence of Mn? would be favored
over cleavage with Mg?. The mutated CUGCUGA version of a pseudoknotted type Il HHRz
derived from mouse gut (hereinafter referred to as mouse gut HHRz) (from [20]) (Figure
2.4A) cleaved better with Mn?* compared to Mg?, similar to that observed with Bcep176 (C6).
This native mouse gut HHRz (A6) showed high self-cleavage activity during transcription (25
mM Mg?). The native mouse gut HHRz had a similar cleavage efficiency (kos = 0.3 min™)
with Mn?" and Mg** at 300 uM (Figure 2.4B, C, Table 2.1; Supplementary Figure S1, 'annexe
Il). However, for the mouse gut HHRz (A6C) mutant, there was a greater than 10,000-fold
rate difference between Mn** and Mg?®* at the same ion concentration of 300 PM (kobs = 0.18
min” vs kes = 3.55 x 10° min™, respectively)? (Figure 2.4B, C, Table 2.1; Supplementary
Figure S1, 'annexe Ill). It should be noted that even if the C6 mutation favors better cleavage

with Mn?* over Mg?, our data does not necessarily indicate better binding for Mn?* over Mg*".

2 All data can be found in complementary annex (I'annexe Ili-C).
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13. Figure 2.4  Effect of A6C mutation on self-cleavage activity for a
pseudoknotted type Il consensus core HHRz (A6) derived from the mouse

gut metagenome (mouse gut HHRz).
A, B) Sequences and secondary structures of native mouse gut HHRz (A6) versus mutated mouse gut HHRz mutant
(A6C), shown in red. C, D) The gels are showing the self-cleavage activity of native mouse gut HHRz (A6) versus

mutant HHRz (A6C) in the presence of 300 uM of Mg?* or Mn?. The graphs correspond to the fraction cleaved for all
the concentrations indicated, red curves correspond to 300 uM. The incubation times were 0, 2, 5, 10, 20 and 60 min.
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4. Table 2.1 Cleavage rates of Bcep176 (C6) variant and pseudoknotted type Il mouse gut HHRz
(mouse gut HHRz) with comparative Mn* and Mg* concentrations.

Bcep176 mouse gut HHRz
WT(C6) WT(A6) Mutant(A6C)
[mM] Mg* Mn?* Mg* Mn? Mg* Mn*
0.001 ND ND ND <10°® ND ND
0.003 ND ND 1.2x10° 0.0025 ND ND
0.01 ND ND 0.00070 0.031 ND 0.00093
0.03 ND 0.00012 0.019 0.096 ND 0.0070
0.1 ND 0.017 0.056 0.45 <10°® 0.056
0.3 0.0018 0.057 0.30 0.39 3.6x10° 0.18
1 0.0041 0.31 ND ND 0.067 0.24
3 0.051 0.29 ND ND 0.14 0.37
10 0.041 ND ND ND 0.33 ND

Table 2.1. The different k.»s obtained are presented for Mg? and Mn?* (min™). The red highlights show that at 0.3
mM concentration, Mn?" is favored over Mg?* for Bcep176 (C6) and pseudoknotted type Il HHRz derived from
mouse gut (mouse gut HHRz) mutant (A6C), whereas green highlights no significant difference with Mn* vs
Mg?" for standard mouse gut HHRz (A6). ND stands for “not determined” for the indicated concentration®.

3 The standard deviation error and Confidence Interval can be found in complementary annex
('annexe 1lI-C).
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purified by denaturing 6 % PAGE for 2 h. RNA is then eluted and dissolved in 21 pL RNase-
free water. 1 uL of this sample is used to determine the concentration of RNA by using a

Nanodrop spectrophotometer.

3.4.3 Dephosphorylation and Labeling:

Dephosphorylation of RNA is performed by following the manufacturer's
instructions for Antarctic phosphatase (NEB). To label RNA, 2 L radioactive ATP (y-*2P), 3
to 10 pmoles of dephosphorylated RNA, 1 uL of 10 U/uL polynucleotide T4 kinase and PNK
buffer (NEB) in 20 pL is incubated at 37 °C for 1 h. The labeled product is purified on
denaturing 6 % PAGE.

3.4.4 Determination of candidate RNA structure and potential modulation by in-line
probing:

To determine the activity of an RNA suspected to be a riboswitch, RNA is
incubated in conditions favoring a structure-dependent degradation pattern with in-line
probing. In these conditions, different concentrations of ligand can be assayed to test ligand
binding and get data necessary for Kp calculation. In-line reactions are carried out for 40 h
at room temperature. Standard in-line reactions are 50mM Tris pH 8.3, 100 mM KCI and 20
mM MgCl,, but in the case of metal ion ligands, the in-line reaction can be carried with
varying concentrations of Mg?*. To be able to determine RNA structure, two types of ladder
are prepared. Up to three times as much of labeled RNA can be digested by T1 enzyme and
alkaline digestion. T1 reactions are carried out with the radiolabeled RNA and 1.5 pL of T1
RNAse 1 U/pL in T1 solution incubated at 56 °C for 5 minutes. Alkaline digestion is
conducted with the RNA being incubated in 20 pyL of 1X alkaline solution at 90° C for 1
minute and 20 seconds. The samples are then run on 10 % denaturing PAGE for
approximately 3 hours at 70 W, exposed with phosphorimaging screens and scanned by a
Typhoon FL9500. The technique has been described in more detail by Regulski and
Breaker [15].

In-line probing was carried out on a construct of the IGR upstream of mnmC in E.
coli str. JM109 to confirm the structure of the RNA. We prepared a control in-line probing
reaction containing a spontaneous digested RNA without metabolite, a no-reaction sample
of undigested RNA, RNA subjected to partial digestion by RNase T1, and a partial alkaline
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digestion (Na,COs). The labeled RNA was incubated for 35 hours and then the pattern of
RNA degradation was examined by denaturing 10 % PAGE (Fig. 3.6 A and B). The small
highly conserved stem is not supported by the in-line probing data in this construct. This
could be due to inappropriate structure prediction, especially considering that the stem is not
supported by covariation. Alternatively, since riboswitches and many types of regulatory
RNA elements have at least two mutually exclusive structures, in-line probing (Fig. 3.6 B)
may not represent the conserved RNA motif candidate RNA-methyl-28, but rather an
alternative structure. An additional example for the Mg?-ll riboswitch is provided

(Supplementary material section S4.1, 'annexe V).
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19. Figure 3.6 In-line probing of the RNA-methyl-28 candidate.

A) Secondary structure of the sequence used for the in-line probing experiment. B) In-line probing of the RNA
illustrated in B. RNA was incubated for 40 h. The colored lines along the gel correspond to regions indicated with

the same colors on the secondary structure representation.
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3.5 Discussion

Targeted comparative genomics, where sequences upstream of homologous
proteins are aligned to look for conserved RNA structures, have been fruitful in the past [57].
However, these studies were undertaken with data extracted from databases such as “NCBI
Nucleotide” using scripts or homemade programs and could only be performed by someone
with programming skills. Here we demonstrate the accessibility and usefulness of RiboGap
in extracting and exploring intergenic sequences for ncRNA. Beyond its ease of use,
RiboGap extends the types of sequence ensembles the user can make by allowing function-
based queries, rather than protein domain-based queries, providing additional data useful
for downstream analysis. RiboGap can be used on a regular basis by most genomics
researchers interested in obtaining results from simple or complex queries. Since RiboGap
centralizes data from many different databases, it permits users to optimize their research
by querying the combined data from various original databases. This cuts down on the
laborious compilation and parsing of multiple sets of data required prior to analysis,
associated with drawing information from regular databases.

The extraction of intergenic sequences is an important part of the pipeline, which
can lead to de novo predictions of ncRNAs with GraphClust. Even if the latter is relatively
efficient to compare sequences on a large scale, comparing all IGRs of all sequenced
bacteria and archaea would require considerable computing resources, as opposed to
targeting limited datasets provided by RiboGap. This targeted strategy focuses on sets of
genes, which have a higher likelihood of harboring regulating ncRNAs. Alternatively, the
users can choose from multiple sets of functions to explore less obvious associations, which
may link more subtle regulatory mechanisms related to the ncRNA candidate structures. In
both cases, using RiboGap can greatly reduce computing time as well as the number of
candidate ncRNAs to evaluate, which is even more time consuming. Perhaps even more
critical, choosing which candidate ncRNA to study from the large number of putative
ncRNAs requires the analysis of countless alignments and structures, many of which might
be interesting, but most of which would not be.

While RiboGap is a powerful tool for extracting intergenic sequences associated
with chosen gene functions, it is limited by gene annotations. Poorly annotated genes can
either prevent the user from getting a set of sequences corresponding to the chosen
function, or lead to the prediction of ncRNAs associated with another unrelated function.
Here, we show an example of the latter. Intergenic sequences associated with genes

annotated as “urea carboxylases” were searched for the presence of known ncRNAs. As
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expected, this led us to find ykkC and mini-ykkC guanidine riboswitches [31-33]. In this
case, the annotation of uca is likely wrong due to a lack of knowledge regarding guanidine
biology, resulting in missannotation of uca as encoding urea decarboxylase enzyme, rather
than a guanidine decarboxylase.

Our initial screen of magnesium-related genes only identified members of one of
the two known Mg? riboswitches. We thus adjusted parameters of BLASTClust from 90 %
to 98 % to find the Mg**-I (ykoK) riboswitch as we had previously done with our RNA-methyl-
28 search. Analysis of the GraphClust results should be performed with precaution as none
of the currently available software can comprehensively predict the existing RNA secondary
structures. Yet, because GraphClust uses both CMfinder and LocARNA, it benefits from
different covariation model predictions and alignments of secondary structure instead of
merely sequence. Finally, one should not forget that even though some very powerful tools
are available for ncRNA prediction, the inspection of the candidate motifs is necessary to
appropriately evaluate them and decide which ones to prioritize for experimental validation.
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Résumé :

L'étude de la pathogenése chez les bactéries est importante pour trouver de
nouvelles cibles de médicaments pour traiter les infections bactériennes. Les bactéries
pathogénes, y compris les opportunistes, expriment de nombreux génes dits de virulence
pour échapper aux défenses naturelles de I'hdte et au systéme immunitaire. L'hote en
revanche a développé plusieurs méthodes afin d’éliminer les pathogénes ; par exemple,
restreindre I'accessibilité des pathogénes aux métaux comme le magnésium. De ce fait les
bactéries doivent répondre rapidement aux changements exercés par I'héte et les génes de
virulences ont besoin d'étre régulés de fagon précise et étroite.

Telle régulation peut étre obtenue par des ARN cis-régulateurs, comme les
riboswitchs ou les thermorégulateurs. En dépit des centaines de familles d’ARN annotées
comme régulatrices en cis, il existe chez les bactéries relativement peu d'exemples
d’ARNnNc dans les Régions 5 ' — non-traduites (UnTranslated, UTR) décrits pour réguler les
génes de virulence en aval. Un exemple bien étudié est le contréle de I'expression de PrfA
par au moins deux ARNnc différents, un thermorégulateur et un riboswitch SAM (S-
adénosylméthionine). Il n'existe toutefois pas de liste exhaustive pour les génes de
virulence régulés par des ARNnc. Pour réévaluer les roles potentiels de tels éléments
régulateurs dans la pathogenése bactérienne, nous avons collecté et présenté les génes de
virulence a partir de différentes bases de données et évalué la présence dARNnc dans
leurs UTR.

Afin de retrouver des ARNnc en aval des génes de virulence, les données de tous
les génes ayant un ARNnc dans leurs séquences intergéniques (en provenance de
RiboGap) et les annotations de génes de virulence (en provenance de la base de donnée
PATRIC) ont été combinées.

A date, cette liste est la plus exhaustive pour tenter d'établir des liens entre des
ARNnNc et la régulation de génes de virulence, soit directement soit en fournissant des
indices sur les facteurs susceptibles d'activer ou réprimer ces genes. Puisque des
atténuateurs et certains riboswitchs modulent I'expression du géne an aval avec l'arrét de
transcription « Rho indépendant », ainsi retrouver ce motif dans une région intergénique
permet d'évaluer préalablement I'existence de riboswitchs ou d'atténuateurs.

RiboGap nous a permis aussi d'évaluer I'existence de terminateurs « Rho indépendant » en
amont de nombreux génes de virulence, ce qui suggére I'existence de riboswitchs ou
d'atténuateurs. Ces résultats obtenus a partir de 86300 génes associés a la virulence et les
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ARNRNc en cis (des motifs qui régulent le transcrit du géne en aval) ont été mises au point
dans le texte de l'article.

Bien qu'a notre connaissance cette liste d'/ARNnc associés a des génes de
virulence soit la plus compléte disponible, elle n'est pas absolument exhaustive.
Notamment, les hits obtenus vis-a-vis des régulateurs ARN associés aux métaux sont
restreints. Par exemple nous n’'avons retrouvé aucun hit pour le riboswitch yybP-ykoY,
régulateur du transport de manganése, alors que le réle du manganése dans la virulence a
été bien démontré. Nous avons néanmoins retrouvé plusieurs hits pour les riboswitchs
magnésium et Ni/Co, pour le motif ARN TerC et un petit ARN lié & la régulation du zinc, ces
métaux sont impliqués dans la virulence.

Dans un premier temps, cet article a pour but de montrer un exemple un exemple
de I'utilité de RiboGap pour combiner des informations de différentes provenances, dans ce
cas-ci pour établir des liens entre des ARNnc régulateurs et la virulence. Les résultats
obtenus fournissent des renseignements importants pour les ARNnc impliqués dans la
virulence et pourraient, Dans un deuxiéme temps ces résultats permettent aux chercheurs
intéressés par certains de ces génes de virulence d’explorer de nouvelles avenues en lien

avec le type de régulation suggéré par les ARNnc en amont.
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Abstract :

Study of pathogenesis in bacteria is important to find new drug targets to treat bacterial
infections. Pathogenic bacteria, including opportunists, express numerous so-called
virulence genes to escape the host natural defenses and immune system. Regulation of
virulence genes is often required for bacteria to infect their host. Such regulation can be
achieved by cis-regulatory RNAs, like the metabolite-binding riboswitches or
thermoregulators. In spite of the hundreds of RNA families annotated as cis-regulatory,
there are relatively few examples of ncRNAs in 5'-UnTranslated Regions (UTRs) of bacteria
described to regulate downstream virulence genes. To reassess the potential roles of such
regulatory elements in bacterial pathogenesis, we collected and present genes important for
virulence from different databases and evaluated the presence of ncRNAs in their UTRs.
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4.1 Introduction

Virulence factors (VFs) are in large part responsible of the relative pathogenicity of
bacteria and often counter the host immune system (Casadevall and Pirofski, 2003). The
expression of VFs is controlled in accordance to environmental cues and signaling changes
from the host (DiRita et al., 2000), or changes like temperature increase while moving from
water to a mammalian host, or signals of microbiota living in the host, to give only a few
examples (Baumler and Sperandio, 2016). The communication between the host and
microorganisms is known as inter-kingdom signaling and is crucial for activation of VFs
which activates cascades of signaling pathways (Hughes and Sperandio, 2008). For
example, it has been shown that sensing a specific metabolite such as fucose in intestines
is crucial for effective colonization (Pacheco et al., 2012). The importance of two component
regulatory systems has also been shown, like PhoPQ in Mg? sensing (Garcia Véscovi et
al., 1996, Véscovi et al., 1997) or QseC, a quorum-sensing regulator which detects
eukaryote hormones for VF regulation (Clarke et al., 2006, Rasko et al., 2008).

Tight regulation of VFs improves the ability of pathogens to infect their host
(Caldelari et al., 2013). Quick regulation is a key for successful pathogenicity, which is
expected in a highly changing environment like hosts, especially when the latter react to the
invasion (Fris and Murphy, 2016). The regulation with RNA has been shown to be more
effective than regulation with proteins in some contexts (Gripenland et al., 2010). Noncoding
RNAs (ncRNAs) are a heterogeneous group of RNA that do not code for proteins but
instead directly enact a function, often related to gene control. Regulation carried out by
ncRNAs can impact one or several genes during transcription or translation (Eddy, 2001).
The ncRNAs can be divided into two major groups as cis-regulatory or non cis-regulatory
(trans) RNA. Cis-regulatory RNAs are located mostly in the 5-UnTranslated Regions
(UTRs) of genes and have a direct effect on expression of the downstream gene.
Regulation can occur at the transcriptional or translational level (Abduljalil, 2018). Good
examples of cis-regulatory elements are riboswitches (Nahvi et al, 2002), RNA
thermosensors (Morita et al., 1999) and T-boxes (Grundy and Henkin, 1993). For example,
It has been shown that several VFs in Listeria monocytogenes are controled by cis-
regulatory RNAs such as riboswitches and thermoregulator RNAs (Lebreton and Cossart,
2017). The latter regulate the prfA gene (Johansson et al., 2002), a major regulator of
virulence in L. monocytogenes (Leimeister-Wachterchter et al., 1990, Mengaud et al., 1991).

L. monocytogenes also uses different flavors of a SAM riboswitch to regulate its virulence
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(Loh et al., 2009). Here we evaluated cis-regulatory RNAs involved in regulation of virulence
genes (VFs).

Increased use of RNAseq and improved bioinformatics prediction pipelines
revealed numerous ncRNAs (Weinberg et al., 2010, Weinberg et al., 2017, Leonard et al.,
2019, Stav et al., 2019) many of which we find may have an impact on virulence and may
help expose more regulatory roles of ncRNAs in vivo (Hér et al., 2018). We used an
exhaustive list of ncRNAs to explore their association to known virulence genes by
combining data from different relational databases to provide a collection of cis-regulatory
ncRNAs regulating VFs to assist research on virulence regulation.

4.2 Materials and methods

4.2.1 Bioinformatics :

In order to determine the existence of all cis-regulatory elements in front of
virulence genes, an exhaustive list of VFs was established by using PATRIC database
(Wattam et al., 2014) and two other databases : VFDB (Chen et al., 2016) and Victors
(Sayers et al., 2019). The virulence is defined as a capacity of a bacteria to infect a host by
using the VFs which help the bacteria colonize (Sharma et al., 2017) and escape the host
immune system which results in infection and disease (Mao et al., 2015). The VFs are the
genes, which do not affect the viability of bacteria by losing their activities (Brown et al.,
2012).

Next, we looked for all cis-regulatory RNAs upstream of these genes by using the
RiboGap database (Naghdi et al., 2017) and BLASTp (Altschul et al., 1990, Camacho et al.,
2009). All the bacterial intergenic 5'-UTR sequences having ncRNAs (484136 sequences)
were extracted with their corresponding cds using RiboGap, i.e. all prokaryotic ncRNAs as
annotated in Rfam, as well as a few more RNAs (Supplementary Data, I'annexe V). BLASTp
was then used to determine homology between genes downstream of ncRNAs and the list
of VFs (9319 genes). PERL scripts (supplementary data, I'annexe V) were used to analyze
the results obtained by BLASTp. To avoid getting genes with common domains, but that are
non-orthologous, the BLASTp condition was set to 98 % coverage for High Scoring Pair
(HSP). The BLASTp result was then sorted to keep hits with at least 40 % identity. Only cis-
regulatory RNAs on the same strand as the downstream gene were taken into account,
except for tRNAs. Since the main role of tRNAs in cells is not gene regulation but rather
protein synthesis, we have considered them as separate entities and we wonder to figure
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out their role in VFs regulation and more stringent criteria were used to consider them for

their potential role in VF regulation.

4.2.2 tRNA searches :

The tRNAs were searched for separately. RNA distance from start codon of VF
was also taken in consideration. The search was carried out for the same virulence genes
as described above. Because all genomes harbor many tRNAs, numerous genes are
expected to have tRNAs upstream of their coding sequences just by chance, so samples of
genes (three replicas of 100 randomly chosen genes) were also used to put results in
context. To evaluate the presence of pseudo-tRNAs and also obtain information on tRNA
identity, tRNAscan-SE (Chan and Lowe, 2019) was used instead of RiboGap annotations,
but RiboGap was used to fetch all the UTRs.

4.2.3 Northern of co-transcribed tRNAs :

Three tRNAs were identified upstream of “Elongation Factor Tu" (Ef-Tu) gene in
Neisseria. To determine whether this gene is transcribed alone or co-transcribed with the
tRNAs upstream, we selected Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Neisseria
sicca and Neisseria elongata. Oligonucleotides complementary to each of the three tRNAs
upstream of the EF-Tu cds and to the cds itself were ordered from IDT to probe the
membrane (Table S1, I'annexe V). Similarly, an oligonucleotide complementary to the
tmRNA for the four Neisseria species was ordered from IDT and used as control.

Total RNA of Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis MC58_NMBO0124, Neisseria
sicca and Neisseria elongata was migrated on a 6 % polyacrylamide gel and then
transferred onto nitrocellulose membrane (Amersham Hybond™ N* from GE healthcare).
The oligonucleotides were labeled in 5° by using 5 pmoles of oligonucleotide, 2 uL ATP (y-**
P), 1 uL of 10 U/uL polynucleotide T4 kinase and PNK buffer (NEB) in 20 pL, then incubated
at 37 °C for 1 h. The labeled products were then purified on denaturing 6 % polyacrylamide
gel. The labeled oligonucleotides were incubated for 24 hours at 42° C with the membrane
by using the hybridization buffer SCC 56X prepared form SCC 20 X (175,3 g NaCl, 88, 2 g
sodium citrate in 800 ml, pH 7,0 with NaOH volume to 1 L, autoclaved) at the rotating oven
and the day after washed twice with (SCC 2X, 1 % SDS) and SCC (0.2 X, 0.1 % SDS)
respectively (Perreault et al., 2011). Membranes were then exposed overnight on a

phosphorimaging plate. The plate was scanned with a Typhoon FLAS500.
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4.3 Result

4.3.1 Cis-regulatory RNA distribution upstream of virulence factors :

We decided to not limit our search to the genes listed as VFs in the PATRIC,
Victors and VFBD databases. The focus of these databases is on experimentally validated
VF genes, but can omit their orthologs in other pathogens. We even extended our survey of
cis-regulatory ncRNAs to non-pathogens because regulation of a gene in such species can
still be informative for their VF orthologs in pathogenic counterparts, or between different
pathogens. For example, a gene encoding a magnesium-translocating P-type ATPase is
regulated by the ykoK Mg? riboswitch in the non-pathogen Lactococcus lactis (Dann et al.,
2007), by the Mg-sensor riboswitch in the pathogen Salmonella enterica (Cromie et al.,
2008) or by the MgtC leader in Klebsiella aerogenes (Table 1 and S2, S3, l'annexe V) as
well as the PhoP/PhoQ two component system (Garcia Véscovi et al., 1996, Cromie et al.,
2006), all indicative of a common regulatory signal, in spite of different mechanisms.
Therefore, extending searches to VF orthologs may provide hints on the regulation of these
genes in pathogens.

We found 86300 genes associated with virulence (and orthologs) downstream of
ncRNAs (supplementary data S3, l'annexe V). From these, cis-regulatory RNAs (as
annotated “type” in Rfam) were selected out of all ncRNAs based on the criteria described in
materials and methods. This list includes 18 riboswitches for metabolites, 16
thermoregulatory RNAs and 6 cation-associated regulators (Table 1), as well as many
additional ncRNAs such as the histidine leader or T-boxes (4162 hits in the latter case). The
purine riboswitch was found to be the most common riboswitch among cis-regulatory RNAs
(5790 instance), whereas AdoCbl was found just one time and many riboswitches, such as
THF, guanidine (I, Il and Ill) and fluoride riboswitches, were not observed with any genes
associated with virulence. Among the cation associated ncRNAs, the most common RNA
family is associated to a zinc metalloproteinase, Listeria snRNA rli51, followed by the Mg?*
riboswitch and ykoK. Thermoregulators are clearly important ncRNAs regarding
pathogenesis as 16 families of such ncRNAs are found upstream of a total of 7021
instances of VFs (or VF homologs). The most abundant thermoregulator identified is cspA
followed by TrxA-5'UTR and prfA-UTR.
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6. Table 4.1

Virulence factors (VFs) with cis-regulatory RNAs

IRNA

Hits

Genes Most abundant virulence gene

ydaO/yuaA leader (c-di-AMP) 163 9 resuscitation-promoting factor RpfA
Cyclic di-GMP-| 13 4 peptide chain release factor 3
Cyclic di-GMP-II 18 2 type Il secretion system protein E
M. florum (deoxyguanosine) 193 2 glutamine-hydrolyzing GMP synthase
FMN 222 3 riboflavin synthase
TPP 567 7 energy-coupled thiamine transporter ThiT
bifunctionalphosphoribosylaminoimidazolecarboxamid
s o8 e formyltranF;ferapsellMP gyclohydrolase PurH
Lysine 1185 8 amino acid permease
Glycine 2241 9 glycine dehydrogenase (aminomethyl-transferring)
Purine 5790 8 glutamine-hydrolyzing GMP synthase
SAM riboswitch 62 2 homoserine O-succinyltransferase
SAM-I/IV variant riboswitch 2 1 homoserine O-succinyltransferase
SAM (S box) 1506 ~20 methionine import ATP-binding protein MetN
SAH 36 2 methionine synthase
Cobalamin 1819 28 cobyrinate a, c-diamide synthase
IAdoCbl 1 1 anaerobic ribonucleoside-triphosphate reductase
Moco (molybdenum cofactor) 243 4 GTP 3',8-cyclase MoaA
1 Cations
Mg2* Sensor 87 1 Mg2+-translocating P-type ATPase
ykoK 261 5 MgZ2+-translocating P-type ATPase
MgtC leader 207752 MgZ2+-translocating P-type ATPase
lNiCo 4 2 heavy metal translocating P-type ATPase
erC 2 2 Hypothetical protein
Listeria SnRNA rli51 566 1 zinc metalloproteinase PrtA
Thermoregulators
PrfA UTR 959 1 listeriolysin transcriptional regulator PrfA
ToxT 5' UTR 2 1 pilus/toxin transcriptional regulator ToxT
CnfY 5' UTR 6 1 DUF4765 domain-containing protein
RhIA 5' UTR ROSE like 7 2 rhamnosyltransferase 1 subunit A
KatA §' UTR 30 1 Catalase
SodC 5' UTR 36 1 superoxide dismutase
Lasl 5' UTR ROSE like 87 1 acyl-homoserine-lactone synthase
OppA 5' UTR 88 3 gl:?:'&)eptide ABC transporter substrate-binding protein
ShuA/chuA §' UTR 145 3 ;I;::“B;t::g::g?m hemoglobin/transferrin/lactoferrin
PepN 5' UTR 88 1 aminopeptidase N
HtrA 5' UTR 524 2 periplasmic serine endoprotease DegP
TrxA 5' UTR 1035 2 thioredoxin TrxA
ROSE element 841 2 heat-shock protein IbpA
LerF 318 1 transcriptional regulator
CSpPA 2257 16 cold-shock protein CspC
AIIA 5' UTR 508 1 attachment protein

Riboswitches (metabolites)
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4.3.2 tRNAs upstream of virulence factors :

We observed tRNAs upstream of hundreds of genes. Interestingly, several
VFs have pseudo-tRNAs in their UTR, such as clpP encoding a protease ; and
numerous genes have tRNA sequences on the opposite polarity in their 5'-UTR, like the
mr encoded ribonuclease for many Betaproteobacteria species (Table S4, 'annexe V).
We tried to determine whether Ef-Tu was co-transcribed with the three tRNAs observed
upstream of its cds in several Neisseria strains. Indeed, the tRNA closest to Ef-Tu is at
only 46 bases from its start codon. The northern blot result reveals the three tRNAs
(Tyr, Gly, Thr) are co-transcribed (supplementary Figure S1, I'annexe V), but co-
transcription with Ef-Tu was not apparent.

4.3.3 Rho-independent transcription terminators (RiTT) :

We evaluated existing “Rho-independent” terminators (RiTT) for VFs as we
did for other ncRNAs. These results can recapitulate several instances of RiTT deemed
responsible of riboregulation as determined by Term-seq (Dar et al, 2016)
(supplementary data Table S5, I'annexe V). For example, rli51 is a cis-regulatory RNA
in L. monocytogenes that we highlight as associated to VFs and where we predict a
RiTT, which is corroborated by the Term-seq results of Dar et al. 2016. This illustrates
the usefulness of RiboGap to rapidly gather information on intergenic sequences and

infer hypotheses that can be evaluated.
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4.4 Discussion

To our knowledge, the results obtained from RiboGap and virulence
databases are the most exhaustive results to date for known VFs related to cis-
regulatory RNAs. Several hits are already well known as ncRNAs that regulate
virulence factors (eg. thermoregulator RNA and prfA gene) (Johansson et al., 2002).
The importance of thermoregulator RNAs in virulence of Yersinia. sp (Nuss et al., 2017)
and other species like Shigella sp. and pathogenic E. coli (Heroven et al., 2017) has
been discussed by others. The prevalence of thermoregulator RNAs is high, as this is
an excellent way for bacteria that can live in soil or water to determine they have moved
to a hot-blooded animal.

Similarly, it is known that metals play important roles in virulence (Papp-
Wallace and Maguire, 2006, Broder et al., 2016, Guragain et al., 2016, Imazawa et al.,
2016, Palmer and Skaar, 2016, Wedekind et al., 2017). It is thus also not surprising that
the list includes more than one thousand ncRNAs, which appear connected to metal
cations, in one way or another. The role of Mg?* in virulence was previously connected
to a Mg? riboswitch (Cromie et al., 2006, Dann et al., 2007) and plays a major role in
the pathogenicity of Salmonella enterica serovar Typhimurium (Groisman et al., 2006,
Ramesh and Winkler, 2010, Groisman et al., 2013). The role of virulence for other
cations such as nickel (Benoit et al., 2013), cobalt (Kersey et al., 2012, Remy et al.,
2013), calcium (Sarkisova et al., 2005, Guragain et al., 2013, Sarkisova et al., 2014,
Dar et al., 2016, Guragain et al., 2016, Hay et al., 2017), manganese (Boyer et al.,
2002, Papp-Wallace and Maguire, 2006, Shi et al., 2014, Juttukonda and Skaar, 2015)
or zinc (Dintilhac et al., 1997, Corbett et al., 2012, Mastropasqua et al., 2018, Velasco
et al., 2018) has been demonstrated as well. We have not found the manganese
riboswitch (yybP-ykoY) (Barrick et al., 2004, Dambach et al., 2015, Price et al., 2015),
in spite of several known links between Mn? and virulence. Conversely, in addition to
the few Ni-Co riboswitches (Furukawa et al., 2015) from the list, we have found some
genes involved with nickel and/or cobalt transport associated to the riboswitch
cobalamin and TPP, respectively (Supplementary Data, I'annexe V). Likewise, ZTP-
sensing has been previously associated to Zn homeostasis (Nies, 2019). Moreover,
there is one hit for an Mg? ATPase C transporter found in association with the CspA
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thermoregulator (Supplementary Data, I'annexe V). These examples are indicative that
genes are not always regulated by the most obvious signals, further emphasizing the
importance of this compendium of VF-associated ncRNAs.

Second messengers are often involved in regulation of virulence of bacteria
(Hall et al. 2018) and several second messengers have been shown to be sensed by
riboswitches in the last decade including : cyclic-di-GMP (Sudarsan et al., 2008), cyclic-
di-AMP (Nelson et al., 2013), cyclic-GAMP (Nelson et al., 2015) and ppGpp (Sherlock
et al., 2018). The cyclic-di-GMP (I and Il) riboswitches are known to regulate several
VFs (Tamayo, 2019) which have been found in our searches, as well as other genes
not recognized as VFs in PATRIC such as : gbpA, a characterized colonization factor
from Vibrio cholerae (Sudarsan et al., 2008, Kariisa et al., 2016) ; the collagen adhesion
protein from the well-known insect-killing bacteria, Bacillus thurigiensis (Tang et al.,
2016) ; or several putative virulence genes from Clostridiodes difficile (Abt et al., 2016).
Also, cyclic-di-GMP is known to influence bacterial behavior with regards to motility or
formation of biofilm, which can impact virulence (Ha and O'Toole, 2015, Valentini and
Filloux, 2016), but many of the genes involved in these processes are not necessarily
VFs. Thus, while we tried to be as thorough as possible, clearly the list of thousands of
instances of VFs and orthologs putatively regulated by ncRNAs should not be
considered as absolutely exhaustive. Other possibilities not yet annotated may also
exist, e.g. while no guanidine riboswitches have been found in our search, we could
presume that for bacteria which cause infection in the urinary track, guanidine
riboswitches would be a good way of determining they have reached this site, and thus
express relevant VFs, since guanidine is present at much higher concentration in urine
(Wishart et al., 2007, Wishart et al., 2009, Duranton et al., 2012, Wishart et al., 2013,
Wishart et al., 2018). Several RNA motifs known to be involved VF regulation were not
included in the present study because their annotation is deficient. Perhaps the best
example for this is the RNA motif bound by the CsrA/RsmA proteins, which have a
major impact on virulence (Vakulskas et al., 2015). This motif is composed of a stem-
loop with a single stranded “GGA” in the loop and it is usually found in tandem where
one of the two loops overlaps the ribosome binding site (RBS) (Valverde et al., 2004,
Lapouge et al., 2008) (Curry and Tomich, 1988, Chen et al., 1994). While our list
includes the Two-AYGGAY (RF01731) family, which most likely corresponds to a
subset of the 5-UTRs targeted by CsrA/RsmA, hundreds of targets are known for these
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proteins (Kulkarni et al., 2014) and the binding motif consensus appears relatively
relaxed, making it more difficult to annotate with a high degree of confidence. Other
examples of RNA-binding protein affecting VFs exist, such as the TRAP complex which
binds ~10 repeats of (U/G) AG within one UTR (Gollnick et al., 2005), regulating genes
such as trpE (encoding an anthranilate synthase, already shown to be regulated by
TRAP (Gollnick et al., 2005), as well as cna3 (encoding a collagen adhesin) in
Streptococcus gallolyticus but which we merely predicted by pattern matching (Naghdi
et al., 2017) and was not confirmed experimentally as a TRAP target. We thus avoided
this type of motifs for our compilation to avoid spurious annotations as much as
possible.

.One of the ncRNAs that was searched independently was tRNA. Many VFs
on the list exhibit presence of tRNAs very close to their coding sequehce (less than 30
nt). While we could not show by Northern blot that Ef-Tu is indeed co-transcribed with
these tRNAs, they are still likely to be, given the short distance of only 46 bases
separating them from the AUG. The rate of processing of the tRNAs might be too fast to
permit detection of a transcript including the tRNAs together with EFf~Tu. In fact, co-
transcription was previously observed in E. coli (Miyajima et al., 1981) and the proximity
of tRNAs to Ef~Tu was already noticed in several species (Cousineau et al., 1992),
which we find is generalized to numerous bacteria, whether they are Proteobacteria,
Bacteroidetes or Firmicutes. Presumed co-transcription of Ef-Tu with these tRNAs could
suggest potential regulation by tRNA or merely co-regulation due to the use of the same
promoter. This is further supported by the absence of predicted promoters, between the
tRNA closest to Ef~Tu and the start codon, as well as by the presence of a few
promoters upstream of the three tRNA sequences, promoters which would thus also be
responsible of Ef-Tu expression. Several roles beyond the transfer of amino acids have
been demonstrated for tRNAs or fragments of tRNAs (Ryckelynck et al., 2005, Raina
and lbba, 2014, Fricker et al., 2019). The tRNA sequences found on the opposite
strand, if co-transcribed with the gene downstream, could potentially be targeted by
tRNAs (or tRNA fragments) in a way analogous to many sRNAs. Also, some of the
machinery involved in tRNA processing and modification is known to act on mRNAs
and affect their expression, like the NSun2 tRNA methylase (Zhang et al., 2012) which
may imply that tRNA sequences (and pseudo-tRNAs) found in UTRs could act as

substrates for such modification and processing. Furthermore, several viruses use
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tRNA-like motifs, either for their replication or to initiate translation in eucaryotes
(Skuzeski et al., 1996, Hacker and Kaper, 2000, Zeenko et al., 2002). Finally, many
bacteriophages use tRNA sequences to integrate in bacterial chromosomes, making it
likely to find tRNAs in proximity to pathogenicity islands and related mobile elements
(Hacker and Kaper, 2000) and implying that these tRNAs may have a critical role in
horizontal gene transfer and the evolution of virulence. Yet, the role of tRNAs upstream
of VFs, if any, remains to be elucidated in most cases.

Bacteria respond to signals coming from the host and its immune system.
Such signal can be simple and yet present an acute change in the bacterial
environment, like the change in temperature when entering a host, to which bacteria
need to respond very quickly. Regulation by ncRNAs is very fast and less energetically
demanding compared to regulation by protein. Discovering more ncRNAs involved in
VF regulation helps better understand the means of bacteria to escape the host
immune system, as well as potential targets to overcome bacteria pathogenicity as a

promising way for treatment (Mulhbacher et al., 2010).
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5. ARNnc candidats potentiels de riboswitchs calcium

Ce chapitre présente des résultats qui seront probablement publiés suite a plusieurs

autres expériences.

5.1 Mise en contexte :

Plusieurs cations sont trés importants pour les activités vitales de tous les
domaines de la vie. D'une part certains métaux sont essentiels pour les bactéries et
d’autres part ils sont toxiques, voire létaux, lorsqu’en concentration trop élevée. De ce
fait, les micro-organismes ont développé différents systémes de régulation.

Les riboswitchs sont capables de reconnaitre une molécule particuliére, des
métabolites ou des ions sans avoir besoin de protéines (Nahvi et al., 2002) et par
conséquent régule I'expression du géne en aval. |l y a des riboswtichs spécifiques pour
les métaux, tel que les riboswitch magnésium (Cromie et al., 2006; Dann et al., 2007) le
riboswitch manganése (Dambach et al., 2015; Price et al., 2015) de méme que le
riboswitch nickel et cobalt (Furukawa et al., 2015). Notre motivation est de retrouver

des nouveaux riboswitchs pour d’autres métaux.

5.2 Matériels et Méthodes :

5.2.1 Bioinformatique :

Afin de retrouver les séquences intergéniques ayant un potentiel élevé de
contenir des riboswitchs dont le ligand serait un cation, la base de données de RiboGap
(Naghdi et al., 2017) a été utilisée. RiboGap permet d'utiliser le « pattern matching » ce
qui est tres puissant pour chercher des mots clés particuliers. Le motif de « regular
expression » (REGEX), ([[:<:]Ca[:>:]]|Calcium) a été formulé pour chercher toutes les
séquences intergéniques qui ont le mot calcium ou le symbole chimique Ca* dans la
description du gene annoté (Naghdi et al., 2017). Aprés avoir extrait toutes les
séquences intergéniques pour le mot clé utilisé la méthode déja décrite dans le chapitre
3 a été utilisée (Naghdi et al., 2017). Cette méthode utilise plusieurs logiciels comme
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GraphClust (Heyne et al., 2012), CMfinder (Yao et al., 2006) et Infernal (Nawrocki et al.,

2013) pour trouver les modéles de structures secondaires conservées.

5.2.2 Validation fonctionnelle :

5.2.2.1 Détermination de la structure et de I’affinité in vitro par in line probing :

Parmi les riboswitchs potentiels trouvés, les séquences intergéniques de
Desulfovibrio magneticus RS-1, avec le numéro d’accession NC_012796 : 5019180 —
5019383 et celle de Desulfovibrio desulfuricans subsp. desulfuricans str. ATCC 27774,
(numéro d’accession NC_011883 : 720681 — 720371 et locus_tag : Ddes_0594) ayant
le géne « échangeur du Sodium/Calcium » ont été choisies pour étre testées (voir
I'annexe |). Différentes constructions de riboswitchs ont été réalisées par la méthode
PCR chevauchante en utilisant I'outil en ligne « Primerize » (Tian et al., 2015).

La méthode in-line probing (Regulski et al., 2008b) a été utilisée pour
déterminer la modulation de 'ARN en présence des ions manganése et calcium tels
que décrite dans le chapitre 3 (Naghdi et al., 2017). La mesure de la fraction d’ARN qui

module se calcule ainsi :

L 'intensité normalisée de chaque bande — | ' intensité normalisée des bandes
L' intensités normalisée maximale des bandes —1 ' intensité normalisée minimale

Il faut ensuite tracer la fraction d’ARN clivée en fonction logarithmique de la
concentration du ligand sachant que le Ky est la concentration du ligand dans laquelle

la moité de 'ARN est clivée.

5.2.2.2 Clonage :

La séquence du riboswitch yybP-ykoY avec 15 nucléotides de séquence
codante de Pseudomonas aeruginosa PA14, locus-tag : PA1461260 a été clonée dans
le vecteur de mini-CTX-Lux (Becher et al., 2000) en aval du géne /uxC, en utilisant la
méthode Gibson de NEB (décrit ci-dessous) (Gibson et al., 2009), (Figure 5.1 et Figure
5.2).
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Trés brievement la séquence a cloner a été construite par la PCR classique a
partir ’ADN génomique de Pseudomonas aeruginosa PA14. Des amorces (Fw et Rev)
se retrouvent dans I'annexe |. Cette séquence comprend la séquence du riboswitch
yybP-ykopY prédit par Rfam et 15 nucléotides de séquence codante du locus_tag :
PA4629 encadrée par deux parties communes (séquences) du vecteur qui permet
d’intégrer la séquence cible dans le vecteur selon la méthode Gibson (Figure 5.1). Le
site du clonage du vecteur, juste en amont du géne LuxC a été coupé par deux
enzymes de restriction Aarl et Scal (Figure 5.2 A, B), en incubant pendant 16 h selon le
protocole fourni par Thermo Fishcer.

Le vecteur cloné (contenant le riboswitch) a été transformé dans les bactéries
compétentes E. coli DH50. Les bactéries ont été étalées sur le milieu LB Agar avec
tétracycline (125 pg/mL). La séquence clonée a été vérifiee par la méthode
séquencage de Sanger. Aprés avoir confirmé le clonage, le vecteur cloné a été
transformé dans les bactéries compétentes, E. coli SM10 et ensuite & partir de cette

derniére dans la bactérie Pseudomonas aeruginosa PA14 par la conjugaison.

Intergenic sequence Truncated PA4629 (several amino acids)

Riboswitch

Overlapping sequence

20. Figure 5.1 La présentation schématique de la séquence a cloner dans le vecteur
mini-CTX-Lux.

La construction de la séquence & cloner dans le vecteur mini-CTX-Lux. La séquence a été construite par la
méthode PCR sur 'ADN génomique de la bactérie Pseudomonas aeruginosa PA14.
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min-CTX-Lux
13318 bp

min-CTX-Lux
P. aeruginosa-P14
13208 bp

21. Figure 6.2  Le vecteur mini-CTX-Lux et le riboswitch yybP-ykoY
cloné.

A) Le vecteur mini-CTX-Lux avec le site du clonage encerclé. Ce site contient deux enzymes de restriction
Aarl et Scal. D'autres enzymes de restriction n'ont pas été montrées. B) Le vecteur mini-CTX-Lux cloné
avec le riboswitch. Le site du clonage a été remplacé par le riboswitch et 15 nucléotides de la séquence
codante du locus_tag : PA14-61260.
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5.2.2.3 Mesure d’expression par luminescence :

Afin de réaliser la mesure d'expression par luminescence, les bactéries
doivent pousser dans des conditions ou le riboswitch peut réguler I'expression du géne
rapporteur, et par conséquent la variation de l'intensité de luminescence de ce dernier
est directement liée a la régulation par le ribsowitch.

Le milieu M9 sans calcium a été préparé a partir des sels M9 : (64 g
Na;HPO:-7H;0, 156g KH,PO4, 2.5 g NaCl, 5g NH.Cl dans 1 Litre d’eau). Ensuite
200 mL de sel M9 préparé avec 2 mL de 1M MgSOQO,, et 20 mL de glucose 20 % est
dissous dans 1 L d’eau. Sachant que les concentrations finales du magnésium et du
glucose seront 2 mM et 0,4 % respectivement.

Le test d'expression a été effectué dans le milieu M9 et LB avec différentes
concentrations d’ions divalents, de 100 uM a 3 mM calcium et de 100 uM a 300 pM
manganése en présence et en absence de 1 mM (concentration finale) d’agents
chélateurs Acide Ethylene Diamine Tetraacetic (EDTA) et Acide Ethyléne glycol-bis (B-
aminoethyl ether)-N, N, N, N'-tetraacetic (EGTA). Sachant que le manganése est
toxique dans des concentrations plus élevées.

Les bactéries Pseudomonas aeruginosa PA14 ont été mises-en-culture
pendant la nuit dans le milieu minimal M9 sans calcium et / ou LB pour les tests
d’expression (Chan et al, 2016). Les deux milieux contiennent 75 pg/mL de
tétracycline. La Densité Optique (DO) a 600 nm a été mesurée aprés ~ 18 h et la
quantité nécessaire des bactéries a été calculée pour que la mesure de 'activité de la
régulation (luminescence) s'effectue pendant la phase exponentielle de la croissance et
se prolonge dans la phase stationnaire. Par exemple la culture bactérienne se dilue
pour arriver a la Densité Optique (DO) 0,01. La mesure de luminescence s’est
effectuée en utilisant I'appareil de « Cytation 3; BioTek Instruments, Inc., Winooski,
VT » avec les plaques 96 puits. La croissance de bactéries a été mesurée a 600 nm.
Les résultats se normalisent automatiquement avec les blancs (LB ou M9) et ensuite ils
ont été utilisés pour calculer la moyenne et I'écart type. Des valeurs obtenus
(Lum/DOegoo) ont été présentées en fonction de différentes conditions dans des
histogrammes suivants (Figure 5.7 A, B et 5.8). Des scripts maisons ont été réalisés

pour faciliter cette analyse.
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5.3 Résultats :

5.3.1 Prédiction de nouvelles familles d’ARNnNc :

Aprés avoir utilisé la méthode décrite auparavant (Naghdi et al., 2017)
plusieurs clusters intéressants ont été identifiés pour le mot clé « calcium ». Chaque
cluster contient la prédiction de structure secondaire avec des alignements de
séquences de plusieurs programmes y compris CMifinder (Yao et al.,, 2006) et
LocARNA (Will et al., 2007). Graphclust prédit par défaut 10 clusters probables de
différentes structures secondaires probables. Enfin deux clusters ont été considérés

comme suffisamment prometteurs pour les valider expérimentalement.

5.3.1.1 Structure ressemblant a yybP-ykoY :

Le cluster #1.1 trouvé en amont de génes associés au calcium était
particulierement intéressant, car il avait une structure élaborée avec certaines régions
simples brins bien conservées et beaucoup de covariation dans toutes ces tiges (Figure
5.3). De plus, une évaluation rapide de plusieurs des instances de ce motif semblait
indiquer qu'il ne correspondait a aucune famille dARN de Rfam. Cependant, un
examen plus approfondi a révélé que ce motif dARN correspondait au motif déja décrit
yybP-ykoY (Barrick et al., 2004; Dambach et al., 2015; Price et al., 2015).

Bien que notre recherche ait révélé plusieurs instances qui n’étaient pas
annotées, probablement d(i a de petites différences dans les consensus des deux
motifs (Figure 5.3). Peu de temps aprés, cette structure d’/ARN a été publiée comme
étant sensible au manganése (Dambach et al., 2015; Price et al., 2015). Néanmoins, la
présence de ces motifs en amont de genes associés au calcium (et non au
manganeése) était pour le moins intrigante et quelques exemples ont donc été choisis

pour étre étudiés.

111



el ey
WO IOV UTD W W
VROV NGO
BOBBDOOUI
i

1317.1 104
1365.1 104
1420.1 112
1510.1 114
1588.1 104
1674.1 105
1794.1 105
1818.1 106
1854.1 105
1317.1 117
1365.1 117
1420.1 121
1510:1 ICmr———e———— 118
1588.1 117
1674.1 118
1794.1 118
1818.1 119
1854.1 118

B _SledBié
22. Figure 5.3 L’alignement obtenu a partir des séquences retrouvées en aval des génes

ayant un rapport au calcium.
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23. Figure 5.4 La comparaison des modéles du riboswitch du manganése

et le candidat du calcium.

A) Le consensus du motif potentiel pour le riboswitch calcium. B) Le consensus fait a partir de I'alignement
du riboswitch manganése de Rfam. C) La structure correspond au motif yybP-ykoY chez Lactococus lactis
(Price et al., 2015). D) La structures Pseudomonas aeruginosa PA14 faite a partir du consensus du modéle
retrouvé par GraphClust. E, F) Le candidat potentiel de Desulfovibrio magneticus RS-1 dans le modéle ON
(E), contrairement a I'image, présumément la boucle E ne se formerait pas sous la forme « ON ». F) Le
modéle potentiel pour la forme « OFF », avec un terminateur de transcription ; Les deux nucléotides
entourés en rouge (U) représentent une méme position avec deux possibilités de former les paires de bases
avec A (mauve et rouge), tantét en amont, tantét en aval du U97. La numérotation des positions en (F) a été

conservée comme en (E) pour fin de clarté.
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Un motif intéressant a été retrouvé chez le genre Desulfovibrio, tel que
I'exemple de Desulfovibrio magneticus RS-1, (NC_012796) (Figure 5.4 A (consensus),
E (modéle ON) et F (modéle OFF)) et Desulfovibrio desulfuricans subsp. desulfuricans
str. ATCC 27 774, (NC_011883). En comparant le motif yybP-ykoY avec nos
séquences obtenues par la prédiction (GraphClust et Infernal), nous constatons la
formation d’une grande tige avec un bulge (E-value égale a 8.977e% et 5.44e) pour
Desulfovibrio magneticus RS-1 et Desulfovibrio desulfuricans subsp. desulfuricans str.
ATCC 27774 respectivement ; tandis que la modeéle prédite de GraphClust donnera le
E-valus plus intéressante égale a 9,74e'" et 8,066e'" pour Desulfovibrio magneticus
RS-1 et Desulfovibrio desulfuricans subsp. desulfuricans str. ATCC 27774
respectivement (voir 'annexe 1l, B.1, B.2). En conclusion le modeéle que I'on a prédit, ce
n’est pas un consensus typique mais pas trop éloigné du motif yybP-ykoY.

Le motif retrouvé chez Desulfovibrio magneticus RS-1 a été étudié plus en
profondeur par in-line probing (Figure 5.6). Un autre motif de candidat a été retrouvé
dans la séquence intergénique de Pseudomonas aeruginosa PA14 (Figure 5.4 D),
locus-tag : PA4629 (hypothetical protein) et a été choisi pour étre étudié par des essais

fonctionnels avec des génes rapporteurs.

5.3.1.2 Nouvelles structures de riboswitchs candidats pour le calcium :

Deux autres candidats pour le calcium ont été retrouvés (Figure 5.5) par bio-
informatique chez genre de Sinorhizobium, Yersinia et Serratia. Ces deux candidats
montrent des structures tout a fait différentes de toutes structures connues (du moins
dans Rfam). Plus de tests, surtout des tests in-vivo, sont nécessaires pour ces deux
candidats afin de pouvoir déterminer I'effet du calcium sur 'ARN et sur I'expression des
génes en aval. Le clonage en fusion traductionnelle a été entrepris pour ces deux:
ARNnNc potentiels dans un vecteur pRS414 pour tester la structure de Serratia /
Yersinia chez E. coli (également une entérobactérie) avec des essais Miller. Il a aussi
été amorcé avec un vecteur spécifique (pTO1) a Sinorhizobium que nous avons da

modifier pour permettre une fusion traductionnelle avec GFP.
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24. Figure 5.5
geénes liés au calcium.

A) Le candidat pour 'ARNnNc retrouvé chez Sinorhizobium meliloti. B) Le candidat pour 'ARNNc retrouvé

chez Serratia et Yersinia.
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6.3.2 Caractérisation des ARNnc ressemblants a yybP-ykoY :

5.3.2.1in line-probing :

Tres brievement, 'ARN marqué avec [*P] a été incubé dans le tampon alcalin
(pH = 8.3) pendant = 40 h a la température piéce avec des concentrations différentes
de calcium et de manganése. Le principe de la méthode est basé sur la dynamique
moléculaire de 'ARN qui se dégrade naturellement. Si 'ARN lie a un ligand particulier,
le patron de dégradation changera comparativement a 'ARN sans ligand. Donc la
modulation du patron de dégradation sur le gel, indique le changement de la structure
de I'ARN & cause de la liaison au ligand. A partir de ces données, il est possible de
déterminer la constante de dissociation, ou Kg, ce qui permet d'évaluer I'affinité de
'ARN au ligand. De plus, le coefficient de Hill donne un indice sur le nombre de site
spécifique pour le ligand et nous renseigne sur la coopérativité de la liaison du ligand a
'ARN si le n (le nombre de site) n > 1 tandis que n=1 indique aucune coopérativité. La
coopérativité pour certains riboswitchs liant des ions a été déja montrée comme dans le
cas du riboswitch nickel/cobalt (Furukawa et al., 2015). Suite au in-line probing le K4 a
été calculé pour le calcium et le manganése (K=173puM et Ks= 242 uM
respectivement) (Figure 5.6 B). Les courbes qui montent et celles qui descendent
correspondent a des bandes dont l'intensité diminue et augmente respectivement (les
fleches indiquées dans la Figure 5.6 A). Nos données indiquent une apparente
coopérativité avec un coefficient de Hill calculé de ~ 1.7, ce qui suggére qu’il existe au

moins deux sites pour le ligand.

116



mmmmmmmm

BB o ey B e 4 0 e R i i RS e s

*.,r
2 -
; Groohind =, "
o 4 ",‘
w: : . p e g .
o e T e g e - o i - enmn mixmﬁ-s&& o iid a3
By @ b
" ” L2
o e
)
Y
=
0 i

“®- Kd, Ca®*=173 pM
—= Kd, Ca?*=607 uM
- Kd, Mn?* =242 pM

Fraction Bound

4 7 B B A 8 2
log ¢, (lons, [M])

25. Figure 5.6  in-line probing obtenu a partir du motif retrouvé chez
Desulfovibrio magneticus RS-1 en présence de manganése et calcium.

A) La concentration du calcium (Zero, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 uM ; 1, 2 mM) et du manganése

(Zero, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 nM ; 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 uM) ; En présence de 2 mM

[Mgz‘*]. B) Le graphe présente le Kq calculé pour les bandes de calcium rond rouge et triangle ocre) et le
manganese (carré bleu).
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5.3.2.2 Mesurer I'expression du géne rapporteur ayant le motif yybP-ykoY chez
Pseudomonas aeruginosa.

Notre recherche par cmsearch a révélé que le riboswitch yybP-ykoY se
retrouve dans la région intergénique du locus tag PA14-61260 chez Pseudomonas
aeruginosa, cet exemple de I'ARN yybP-ykoY avait dailleurs déja été annoté dans
Rfam, et donc aussi dans RiboGap. Ce riboswitch a donc été cloné et plusieurs essais
chez P. aeruginosa (sauvage et mutant PA14-61260) ayant le géne rapporteur Lux ont
été effectués afin de déterminer I'effet des ions sur la régulation de ce géne (locus-tag).
De 'EDTA et de 'TEGTA a 1 mM (concentration finale) ont été utilisés pour chélater tous
les ions, y compris le calcium (et plus spécifiquement le calcium dans le cas de
IEGTA). Les résultats de luminescence obtenus ont été normalisés en divisant la
luminescence par la Densité Optique (DO). De maniére globale, les résultats obtenus
suggérent que l'expression de la luminescence augmente en présence d'agents
chélateurs et est réprimée en présence d'excés de cations divalents (Figure 5.7 A).
Parmi les résultats obtenus, il existe des cas ou I'expression du géne rapporteur ne
change pas vis-a-vis de contréles en présence des agents chélateurs, mais changeait
lorsqu’exposé a un excés d'ions* Ca?*, ou encore linverse. Néanmoins, en résumé, de
fagon générale, une faible concentration d’ions semblait favoriser I'expression, alors
qu’une concentration élevée semblait favoriser la répression (Figure 5.7 B). A noter que
le résultat de la (Figure 5.7 A) est reproductible avec le milieu LB. En conclusion le
locus tag PA14-61260 semble affectée par les ions divalents. Les essais avec la
bactérie mutante, pour le locus tag PA14-61260 montrent le méme résultat que pour la
souche sauvage. Des tests statistiques (t-test) ont été effectués pour déterminer si le
changement d'expression du géne rapporteur est significatif (Figure 5.7 A et B).

Un riboswitch SAM a été utilisé comme contréle négatif. Contrairement au
riboswitch yybP-ykoY, il montre une diminution d’expression en présence d'agents
chélateurs (Figure 5.8). Ainsi, 'agent chélateur aurait un effet général négatif sur
I'expression des génes et sur la croissance des bactéries, la DO en présence d'EDTA
indique d’ailleurs une croissance quasi nulle. Ceci supporterait le fait que la faible

augmentation d’expression du rapporteur contrélé par yybP-ykoY ressemblant (yybP-

4 A noter que certains ions se précipitent dans le milieu M9 en concentration élevée par
exemple le calcium pourrait se précipiter a 3 mM.
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ykoY-r) serait due a une carence en ion qui met le riboswitch en mode « ON » et par
conséquent active I'expression. Le test statistique ONE way ANOVA montre la valeur-p
(p-value) < 0.05 ('annexe VIiI).

Les résultats obtenus ont été aussi normalisés par rapport aux ceux du
riboswitch SAM (Figure 5.9). Les résultats d'expression du riboswitch SAM ont été
considérés comme contrdle négatif et permettent d’étre utilisé comme blanc. Parmi trois
expériences, il y a deux cas qui montrent I'expression du géne rapporteur augmente en
présence d'agent chélateur, 'EDTA, tandis qu'en compensant avec le calcium

I'expression diminue.
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Lum/DO

Ca* Mn* Ca*

Contréle EDTA EGTA
* p-value < 0.05
_ ttest
P (T<=t) one-ail P (T<=t) two-tail
Entre Pl (-) et Pl (+) 72x10" 14x10"
Entre Pl (+) et EDTA 14 x 10 2

Entre 'EDTA et 'EDTA+300 pM Ca® 5.0 x 107 1x10%
Entre 'EDTA et 'EDTA+1 mM Ca* 1.0x10% 2.1x10%
Entre 'EDTA et 'EDTA+300 pM Mn* 4.8 x10°¢ 9.5 x 10°¢
Entre Pl (+) et 'EGTA 59x 107 12x10%
Entre 'EGTA et PEGTA+300 uM Ca® 1.0x 10°® 2.1x10*

26. Figure 5.7 A Déterminer I'effet des agents chélateurs PEDTA et PEGTA dans le milieu
M9 pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa.
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P (T<=1) one-tail P (1<=0) twotail
Entre Pl () et Pl (+) 8.8x 10% 1.8 x 10°®
Entre Pl (+) et FEDTA 58 x 10° 1.2 x 102
Entre 'EDTA et I'EDTA+1 mM Ca* 1.3x 10°® 27 x10%
Entre 'EDTA et I'EDTA+3 mM Ca™ 39x10% 7.7 x 10
Entre 'EDTA et I'EDTA+300 pM Mn> 26x10° 53x10%
Entre Pl {+) et 'EGTA 49x10" 2
Entre I'EGTA et ’EGTA+1 mM Ca* 9.5x 10 1.9x 10°%
Entre I'EGTA et PEGTA+3 mM Ca* 1.0x10% 2.0x10%

27. Figure 5.7 B Déterminer P'effet des agents chélateurs 'EDTA et PEGTA dans le

milieu M8 pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa.
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L'effet des agents chélateurs a été compensé en rajoutant du calcium et du manganése dans le milieu M9.
A) Colonne 1, C1: P. aeruginosa sans plasmide (aucune luminescence). C2: P. aeruginosa avec le
plasmide. C3: EDTA 1 mM chélate tous les ions divalents. C4, C5, C6 : EDTA 1 mM a été compensé en
rajoutant 300 uM, de calcium, 1 mM de calcium ou 300 uM de manganése, respectivement. C7 : EGTA
1 mM chélate le calcium. C8, C9 : EGTA 1 mM a été compensé en rajoutant de 300 uM et 1mM de calcium,
respectivement. B) Colonne 1, C1: P. aeruginosa sans plasmide (aucune luminescence). C2: P.
aeruginosa avec le plasmide. C3: EDTA 1 mM chélate tous les ions. C4, C5, C6: EDTA 1 mM a été
compensé en rajoutant 1 mM ou 3 mM de calcium ou 300 uM de manganese respectivement. C7 : EGTA
1 mM chélate le calcium. C8, C9: EGTA 1 mM a été compensé en rajoutant 1mM et 3 mM de calcium
respectivement. Chaque condition a été mesurée trois fois et la moyenne et I'écart-type ont été calculés.
Chaque colonne de I'histogramme présente la somme des moyennes et d'écart-type de tous les points. Le
test statistique a été fait a partir de 30 points dans le temps (sur 16 heures) pour des triplicatas pour chaque
condition afin de calculer la valeur-p (p-value). A noter, que comme la représentation simplifiée des
histogrammes ne comprend que la sommation de tous les points dans le temps, les valeurs-p (p-value)

calculées sur I'ensemble des points sont plus appropriées.
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28. Figure 5.8
SAM) dans le milieu M9.

En rajoutant I'agent chélateur I'expression sous le controle du riboswitch SAM diminue contrairement au cas
de yybP-ykoY. Colonne 1, C1: P. aeruginosa sans plasmide (aucune luminescence). C2 : P. aeruginosa
avec le plasmide contient le riboswitch SAM sans calcium. C3 : EDTA 1 mM chélate tous les ions dans le
milieu M9. C4, C5: EDTA 1 mM a été compensé en rajoutant 1 mM de calcium et 300 pM de manganése
respectivement. Le test statistique ONE way ANOVA a été effectué et la valeur p (p-value) < 0.05 a été

obtenue.
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29.Figure 5.9  La normalisation des résultats obtenus par rapport a ceux du riboswitch SAM

chez Pseudomonas aeruginosa.

La normalisation des résultats du géne rapporteur chez Pseudomonas aeruginosa. Deux milieux M9 et LB
ont été utilisés. Ces résultats montrent une augmentation de I'expression en présence d’'EDTA et
l'expression diminue en présence du calcium. Le niveau d'expression du manganése ne change pas ou

augmente par rapport a celui d’'EDTA.

Les chapitres suivants présentent des perspectives et une discussion sur différents
éléments présentés dans cette thése, incluant ceux concernant les résultats obtenus

dans ce chapitre.
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6. Discussion

Ce chapitre est la discussion de cette thése basée sur les résultats obtenus dans les
chapitres précédents (le chapitre 5 et les articles). Ce chapitre de discussion générale
revoit certains des résultats présentés dans les chapitres précédents avec plus de recul
et a la lumiére d’autres découvertes tirées de la littérature. Nous ramenons un contexte
plus global et nous y réinterprétons certains résultats et émettons de nouvelles

hypothéses qui sont discutées.

6.1 L’ARN, les métaux et les origines :

La planéte terre est composée de plusieurs éléments y compris les métaux ;
par exemple le fer est le plus abondant métal sur la terre (Kadner, 2005), tandis que le
molybdéne est le plus abondant (100 nM) sur la surface de la mer (Collier, 1984). Deux
pourcents des métaux de la terre sont aussi constitués de magnésium (Eisenhauer,
2011). Le zinc est le deuxieme métal, le plus abondant dans la mer (Outten et al., 2001)
suivi par le magnésium et le calcium (Eisenhauer, 2011). De ce fait, la vie primitive a d(
se former en présence des métaux dés les premiers jours. Le zinc et le magnésium
sont considérés comme les éléments essentiels pour la vie de méme que le
manganeése et le fer qui ont des rdles trés importants dans la majorité des organismes
(Merchant et al., 2012).

Selon la théorie du « RNA world », les étres vivants utilisaient 'ARN pour tout,
incluant comme outil de régulation sans avoir besoin de protéines (Breaker, 2012a).
Tous les cations chargés positivement peuvent lier TARN de maniére non spécifique,
mais il y a certains cations qui se lient plus fortement a certains motifs d'/ARN et ils sont
plus spécifiques (Feig et al., 1999). La découverte des ribozymes (Kruger et al., 1982;
Guerrier-Takada et al., 1983) renforce la théorie de « RNA world » (Robertson et al.,
2012), sachant que les cations divalents sont nécessaires pour 'activité catalytique du
ribozyme (Dahm et al., 1993). Cette découverte suggere que 'ARN doit agir au moins
avec certains métaux de maniére spécifique.

Les riboswitchs sont trés spécifiques pour leur ligand et découvrir des
nouveaux riboswitchs ou des ARNnc aide a comprendre ['évolution des micro-
organismes et le réle de 'ARN dans la régulation (Breaker, 2012a). Les riboswitchs

associés avec les coenzymes et seconds messagers sont parmi les plus nombreux, ce
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qui suggere I'émergence de ces molécules pendant « RNA world » (McCown et al.,
2017) ; Ainsi, un des intéréts de découvrir des riboswitchs ou des ARNnc spécifiques
aux métaux est le fait qu’ils pourraient aider a mieux comprendre la régulation des
différents métaux dans le « RNA world », un peu comme des fossiles moléculaires

d’'une époque précédent le dernier ancétre universel commun.

6.2 Combien de riboswitchs existent-ils sur la terre ?

La question de déterminer le nombre de riboswitchs existant, dans I'optique
de combien de molécules avaient besoin de régulateurs d’ARN dans la vie a I'époque
du « RNAworld » (Breaker, 2012a), semble trés pertinente. La question pourrait se
reformuler ainsi: est-que chaque métabolite ou chaque ion a besoin d'un seul ou
plusieurs riboswitchs ? Pour éclaircir la question on peut d'abord répondre a la question
premiére : existent-ils des exemples de différentes classes de structures de riboswitchs
pour un seul ligand ? La deuxiéme question est de savoir si un riboswitch pourrait avoir
deux ligands ? La réponse pour ces deux questions est un grand OUI.

Il existe au moins cing classes de structure de riboswitchs qui reconnaissent
de maniere spécifique la molécule S-adénosylméthionine (SAM) (Breaker, 2011). Il
existe aussi des familles de structures de riboswitchs spécifiques pour deux molécules
différentes tel que nickel et cobalt (Furukawa et al., 2015). Pour les riboswitchs, la
spécificité de I'aptamére pour des ligands est trés cruciale. Par exemple il a été montré
gu’une seule mutation dans I'aptamére du riboswitch de I'adénine et de la guanine a
distinguer deux métabolites-ligands différents (Mandal et al., 2004b). De méme,
montrant aussi la grande sélectivité des riboswitchs, le riboswitch SAM-I est capable de
distinguer entre le SAM et le S-Adénosyl-L-Homocystéine (SAH) (Breaker, 2012a). Par
contre, le riboswitch SAM-SAH ne fait pas de distinction entre ces deux molécules
(Breaker, 2012a), indiquant que la sélectivité est sujette a des pressions de sélection
qui peuvent varier.

Quant aux riboswitchs des métaux chez les bactéries, la problématique est un
peu différente. Les métaux, principalement le magnésium, sont nécessaires pour le
repliement de 'ARN (Draper, 2004) et le magnésium se retrouve en concentration
élevée, de l'ordre de mM (Finney et al., 2003). Il a été montré que d’autres métaux, tels

que le manganése, sont capables de replier le ribozyme hammerhead (Boots et al.,
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2008). Imaginer un riboswitch spécifique pour un métal particulier semble un peu
difficile a cause de la charge positive des métaux qui interagit facilement avec 'ARN
négativement chargé. Bien qu'il soit difficile d'imaginer la spécificité d’'un riboswitch
pour le magnésium il existe deux classes distinctes de riboswitchs pour le magnésium
(Cromie et al., 2006; Dann et al., 2007). Au moins une classe de ces deux riboswitchs
peut se lier a d’autres ions (Ramesh et al., 2011) mais la concentration élevée du
magnésium fait ce dernier son ligand. Plus tard, deux classes distinctes de riboswitchs
manganése (Shi et al., 2014; Dambach et al., 2015; Price et al., 2015) et une classe de
riboswitchs Nickel/Cobalt (Furukawa et al., 2015) ont été découvertes. Le riboswitch
Nickel/Cobalt pour l'instant est le seul riboswitch connu qui est spécifique pour deux
ions métalliques différents. En résumé il existerait d’autres riboswitchs ou des sous
groupes de riboswitchs au moins pour les cations qui reconnaitraient un méme ligand

(cation) ou plusieurs ligands (cations).
6.3 Le motif yybP-ykoY (riboswitch manganése) :

6.3.1 Contexte génétique :

Le motif yybP a été identifié pour la premiére fois par la méthode
bioinformatique (Barrick et al., 2004) et pendant longtemps il a été considéré comme un
riboswitch orphelin (Breaker, 2011), c’est-a-dire sans ligand connu. Ce motif se retrouve
dans la partie 5-UTR du géne alx et pourrait réguler I'expression d’alx selon la variation
du pH (Nechooshtan et al., 2009). Ce motif, yybP-ykoY se retrouve également en amont
des génes de la famille TerC (Figure 6.1) et d’ATPase transporteurs de cations (Barrick
et al., 2004). Le motif yybP-ykoY est connu aujourd’hui comme le riboswitch manganése
(Dambach et al., 2015; Price et al., 2015).

La modulation des génes en aval des motifs yybP-ykoY a été rapportée. Nous
avons aussi relevé que ce motif est retrouvé en amont de génes annotés comme des
transporteurs de calcium. Par exemple, ce motif se retrouve en amont du géne yoaB
chez Lactococcus lactis, qui est annoté comme P-type Il (calcium-transporting) ATPase
(Price et al., 2015). Il a été suggéré que cette famille d’ATPase a un role de protection
contre la toxicité des métaux (Chan et al.,, 2010). D'ailleurs, il a été suggéré que la
famille TerC (Figure 6.1) comprend différents groupes de protéines, y compris des P-

127



type ATPase (Dambach et al., 2015). Tout ceci pourrait suggérer un potentiel réle du
riboswitch yybP-ykoY comme un senseur d’ions métalliques tels que le calcium ou
d’ions toxiques, en plus de son réle connu de senseur de manganése (Dambach et al.,

2015; Price et al., 2015).

P-ZnR

YybP

viTt
ligid
kinase '\
DUF metallo zinc RNase H
e peptidase blcoc ribbon | +Pelota

30. Figure 6.1  La famille de réseaux TerC.

Ces génes sont prédits, impliqgués dans la protection contre la toxicité des métaux. Des lignes épaisses ont
le motif yybP-ykoY dans leurs régions intergéniques. Des groupes P-ZnR (des peptidases avec des rubans
de zinc) et MetJ-Arc (binding DNA proteins) qui se retrouvent dans I'opéron avec le motif yybP-ykoY. Tiré de
(Dambach et al., 2015).
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6.3.2 La boucle E dans le motif yybP-ykoY (riboswitch manganése) :

Le motif yybP-ykoY (Dambach et al., 2015; Price et al., 2015) montre
I'existence d’'une boucle E (loop E) (L1) (Figure 6.2 A) et que linteraction de cette
boucle avec la partie conservée « CA » du motif yybP-ykoY (L3) est responsable de la
reconnaissance du manganése, ou le nucléotide « A » est spécifique pour le
manganése (Fig 6.2 B et C) (Price et al., 2015).
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31.Figure 6.2 L’interaction de la boucle E avec le manganése dans le motif yybP-
ykoY.

A) La structure secondaire du riboswitch yybP-ykoY. B) La boucle L1 du riboswitch yybP-ykoY contient la
séquence du motif RAGUA qui avec I'aide de L3 reconnait le manganése. Des phosphates des nucléotides
G7 et G8 sont orientés vers le site de liaison des métaux, manganése et magnésium et avec I'aide de A9
qui interagit avec le C37 et G60 de la boucle L3. C) Les position C40 et A41 de L3 ensemble contiennent le
métal avec l'interaction de L1. Tiré de (Price et al., 2015).
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6.3.3 Le motif « ressemblant a yybP-ykoY », (yybP-ykoY-r) :

Nous avons prédit par la bioinformatique, avec Graphclust (Heyne et al.,
2012) un motif qui ressemble et partage en grande partie la structure du motif yybP-
ykoY. Ce motif se retrouve en amont de génes annotés ayant un lien direct ou indirect
avec le calcium au sein de certaines espéces. Il faut bien noter que le nouveau motif
ressemblant & yybP-ykoY (candidat pour le riboswitch calcium) ne se retrouve pas
systématiquement dans toutes les séquences intergéniques prédites par Rfam ayant le
motif de yybP-ykoY (riboswitch manganése) et vice-versa. Par exemple le motif de Rfam
yybP-ykoY (RF00080) ne correspond a aucun hit dans la base de données Rfam pour
Desulfovibrio magneticus RS-1 (NC_012796), bien qu'on y ait trouvé le motif yybP-
ykoY-r. Le motif yybP-ykoY (riboswitch manganése) se retrouve aussi chez les bactéries

pathogénes telles que Pseudomonas aeruginosa.

6.3.4 Comparaison des motifs yybP-ykoY et yybP-ykoY-r :

Etant donné que le riboswitch yybP-ykoY et yybP-ykoY-r ont tous les deux la
boucle E, cela peut suggérer, du point de vue d’évolution, qu'il y avait une super classe
de riboswitch péur des métaux capables de reconnaitre plusieurs ions métalliques en
méme temps dans les conditions plus ou moins différentes. Comme discuté par (Feig et
al., 1999), la boucle E permet de lier différents métaux y compris le manganése (Price
et al., 2015) le magnésium (Leontis et al., 1986; Correll et al., 1997), le calcium (Leontis
et al., 1986), le zinc (Ciesiolka et al., 1995), et le potassium (Auffinger et al., 2004). Les
deux nucléotides conservés, « CA », dans la structure de yybP-ykoY sont responsables
de reconnaitre le manganése, mais le changement de ces nucléotides ou un nucléotide
pourrait changer la spécificité pour un autre ion. Par exemple le nucléotide A41 est
considéré responsable de la liaison sélective du manganése dans la pochette de liaison
(Price et al., 2015), alors que la substitution de C40U résulte a perdre l'affinité au
manganeése dans le motif yybP-ykoY (Price et al., 2015).

Considérons les propriétés physico-chimiques et biologiques de chaque ion
métallique décrit auparavant pour cette reconnaissance pour mieux comprendre. Par
exemple, le manganése a un réle dans le stress oxydatif (Anjem et al., 2009) avec des

propriétés physico-chimiques plus ou moins comme magnésium (Kehres et al., 2003),
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tandis que le calcium est impliqué dans la signalisation (Maguire et al., 2002) avec
plusieurs formes de coordinations (Maguire, 2006). Il est intéressant de se rappeler que
le manganése se lie a 'ARN plus fortement que le magnésium, a cause des électrons d
(Draper, 2004). Ainsi, il est possible que le motif yybP-ykoY-r soit plus flexible au
niveau du nucléotide « C » pour détecter différentes formes de calcium, puisque le Ca?

a plus de formes de coordination.

6.3.5 L’effet du pH et le motif yybP-ykoY et yybP-ykoY-r :

L'effet du pH sur les cations en général devrait aussi étre pris en
considération. Le géne alx chez E. coli posséde le motif yybP-ykoY (Barrick et al.,
2004). L'expression de ce géne change lorsque le pH est alcalin (Bingham et al., 1990)
et plus tard il a été démontré que I'expression du géne alx est sous contréle de TARN
en pH alcalin (Nechooshtan et al., 2009). Il est intéressant d'imaginer que ce riboswitch
pourrait réguler deux ions différents, tels que le manganése et le calcium, dans deux
pH différents sachant qu'il a déja été montré que le riboswitch mgtE se lie au
manganése quatre fois mieux que le magnésium et le calcium et permet aussi le
repliement de 'ARN (Ramesh et al., 2011).

6.3.6 Les données transcriptomiques vis-a-vis du motif yybP-ykoY :

Le r6le des métaux dans la virulence des bactéries est bien étudié. Par
exemple le réle du magnésium dans la virulence de Salmonella typhimurium a été bien
démontré (Groisman et al., 2013). L'implication de la régulation du calcium dans la
virulence a aussi été bien démontrée (Guragain et al., 2013; Broder et al., 2016). Il est
possible que ce motif, yybP-ykoY-r, joue un role important pendant la régulation du
calcium chez Pseudomonas aeruginosa. |l existe des données transcriptomiques pour
la région intergénique ayant le motif yybP-ykoY (riboswitch manganése), qui montrent
la variation de I'expression de I'ARN pour cette région. Par exemple, la variation de la
température (28 °C et 37 °C) changera l'expression de I'ARN dans la région
intergénique du locus-tag : PA4629 chez Pseudomonas aeruginosa PA14 (Wurtzel et
al., 2012). Il a été montré également que I'expression de 'ARN du locus_tag (UCBPP-
PA14, PA14_61260), contenant le riboswitch manganése, a été changée par un facteur
~ 300 dans des échantillons des patients atteint de fibrose kystique (cystic fibrosis, CF)
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(Rossi et al., 2018). Sachant que le calcium atteint une concentration de 3 a 7 mM dans
les poumons de patients atteints de CF et par conséquent cette concentration peut
stimuler la virulence chez Pseudomonas aeruginosa (Guragain et al., 2016). Il est
tentant de supposer que cette différence d’expression serait due au riboswitch et a son
induction par le calcium. Il est intéressant de savoir que des données transcriptomiques
(http://exploration.weizmann.ac.il/TCOL/), (Cohen et al., 2016) de Desulfovibrio vulgaris
str. Hildenborough, (NC_002937, 720681-720371, locus_tag: DVU2617), (He et al,,
2010) montrent I'expression du géne « Sodium calcium exchange familly » (locus_tag :
Des_vul) dans le milieu DSMZ (contient ~ 6 uM de calcium). Cette région intergénique
a été prédite pour avoir le motif yybP-ykoY-r. Les données mentionnées pour
Pseudomonas aeruginosa (Rossi et al., 2018), sur I'effet de la concentration élevée de
calcium sur la virulence (Sarkisova et al., 2005; Guragain et al., 2016) et celle de
Desulfovibrio vulgaris str. Hildenborough, NC_002937 (He et al., 2010) sont
intéressantes, car elles montrent tout d’abord que la région 5-UTR ayant le candidat
pour le riboswitch calcium se transcrit toujours. Ensuite en concentration élevée du
calcium (les échantillons de CF) la région codante (CDS) est réprimée, par contre en
faible concentration de calcium (le milieu DSMZ) I'expression de la région codante
(CDS) subit moins de changements, ce qui correspond bien a nos propres résultats
(chapitre 5).

Ces données transcriptomiques et aussi des résultats obtenus par in-line
probing indiquent que le motif yybP-ykoY ou yybP-ykoY-r pourrait étre aussi un
régulateur d’autres ions que le calcium ou le manganése dans certaines conditions. |l a
été suggéré que l'adénosine triphosphate (ATP) joue un réle dans l'efflux de calcium
via des ATPase chez E. coli (Naseem et al., 2009). En effet, plusieurs ATPases
impliquées dans l'efflux de calcium ont été identifiées telles que : chez B. subtilis ou
une telle ATPase est exprimée pendant la sporulation (Raeymaekers et al., 2002) ;
chez Listeria monocytogenes, une pompe ATPase avec un seul site de liaison a été
identifiée (Faxen et al., 2011) ; chez Synechococcus sp. strain PCC 7942 (Berkelman
et al.,, 1994) et chez Mycobacterium smegmatis (Gupta et al., 2017), de méme que
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Guragain et al., 2013), les pompes P-type ATPase
pourraient aussi étre impliquées dans I'acquisition du calcium. Ces données suggérent

que la régulation du calcium pourrait s’effectuer indirectement par d’autres mécanismes
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et chercher des séquences intergéniques liées a ces mécanismes pourrait élucider
davantage la régulation du calcium.

Il est intéressant de savoir que I'expression du géne mgtA est réprimée en
présence de calcium chez E. coli (Naseem et al., 2009) ce qui suggére qu'il soit
possible que le riboswitch Mg sensor (Cromie et al., 2006) régulerait aussi le géne en
présence du calcium. Il a été montré également que le riboswitch mgtE de Bacillus
subtilis se replie de la méme fagon avec le calcium et le magnésium (Ramesh et al.,
2011). Il a été déja montré qu'il existe un riboswitch qui reconnait deux ions métalliques
en méme temps, (le riboswitch NiCo) (Furukawa et al., 2015). Il a été montré que le
riboswitch yybP-ykoY se lie aussi aux autres métaux de transition tel que Ni%*, Co?" et
Cd* et que le manganése et le cadmium se lient au riboswitch yybP-ykoY avec
I'heptacoordination (Bachas et al., 2018). Tout cela pourrait renforcer la possibilité
d’avoir plusieurs ligands pour un riboswitch.

Trés récemment il a été montré que le riboswitch yybP-ykoY chez
Streptococcus pneumoniae se retrouve en amont du géne mgtA et lierait le calcium
avec une affinité 50 fois plus petite (meilleure) que le manganése (Martin et al., 2019). |l
a eté suggéré que dans la condition de stress le riboswitch yybP-ykoY, chez

Streptococcus pneumoniae, pourrait réguler le calcium (Martin et al., 2019).

6.4 L’effet de variation des nucléotides sur la structure et la régulation

du ribozyme et du riboswitch :

Il est intéressant de mentionner que des mutations naturelles pourraient affecter la
spécificité pour un ion métallique plus qu’'un autre. Le ribozyme hammerhead retrouvé
dans le phage Bcep176 a subi une mutation naturelle dans la séquence consensus, le
nucléotide A6 — C6 (Perreault et al., 2011). Ce changement naturel du ribozyme
hammerhead donne une préférence au manganése plutét qu'aux autres cations
(chapitre 2) (Naghdi et al., 2020). De méme, des mutations préservant la structure et
changeant la spécificité pour un ion ou bien la vitesse du clivage ont été observées
pour d’autres ribozymes (HDV) (Riccitelli et al., 2014). Il a été aussi montré que
certaines mutations dans certaines positions du cceur catalytigue du ribozyme

hammerhead peut changer la spécificité du ribozyme pour un autre ligand comme le
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cas de gimS (Lau et al., 2017) et aussi la mutation qui change la spécificité de Mg?**
pour Zn** (Mir et al., 2015).
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7. Conclusion

Au cours de cette thése, nous avons abordé la découverte et la validation
d'ARNnc par des méthodes bioinformatiques et de biologie moléculaire. La découverte
d’ARNnNc spécifiques aux métaux et aussi 'importance de séquences et de structures
de 'ARN afin de reconnaitre son ligand (cation par exemple) est bien discutée et
montrée. Par exemple nous avons montré que la déviation du consensus de ribozyme
hammerhead (Bcep176) favorise un ion divalent plutét que d’autres. Certains éléments
seront plus élaborés au cours des lignes suivantes :

Vu que des métaux sont essentiels, et que la vie primitive, avait besoin de les
utiliser, alors découvrir des nouveaux ARNnc pourrait permettre de mieux connaitre la
régulation des métaux dans la vie primitive. On peut imaginer qu'il aurait existé une
super classe de riboswitch responsable pour la régulation de plusieurs métaux.

RiboGap est un outil puissant qui permet de chercher des séquences
intergéniques avec la fonction de « pattern matching ». Le motif yybP-ykoY-r a été
retrouvé a partir des régions intergéniques des procaryotes, en utilisant le mot clé
([[:<:]Ca[:>:]]|Calcium), en utilisant RiboGap (Naghdi et al., 2017). Ce qui est limitant
dans ce mode de recherche est 'annotation des bases de données comme NCBI. La
recherche par mot clé exclue évidement d'autre génes qui n'ont pas été annotés
comme tel, mais peut aussi inclure de mauvaises annotations. Cependant RiboGap est
un outil puissant pour extraire des séquences intergéniques pour une fonction
particuliere et en méme temps permet de rapidement déterminer la présence d’ARNnc
connu déja annotés. Présumément, les séquences non-pertinentes (mal annotées)
seront exclues lors des étapes subséquentes de clustering et de prédiction de
structures d’ARN conservées s'il n'y a pas de raison fonctionnelle pour avoir une
régulation basée sur le calcium.

D’autres méthodes en bioinformatique comme RNArobo (Rampasek et al.,
2016) permettant de chercher la variation des séquences dans la méme structure
pourraient étre utiles, surtout lorsque la variation de séquence devient cruciale pour

favoriser la liaison d’un ligand sur d’autre. Cette méthode a été utilisée auparavant pour
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retrouver des ceoeurs catalytiques de ribozyme hammerhead avec une seule variation
de séquence.

La méthode in-line probing (Reguiski et al., 2008b) est couramment utilisée
pour étudier le changement de structure de riboswitchs en présence et absence des
ligands (Nahvi et al., 2002; Winkler et al., 2002b). Malgré cela, cette méthode a ses
limitations pour des ligands métalliques. Le tampon du in-line probing a un pH de 8.3 ce
qui pourrait causer des problémes pour certains ions comme le manganése, qui
précipite en milieu alcalin. En revanche, changer la condition de pH (pH 7, ou 8) n’a pas
affecté significativement le patron de dégradation dARN comparativement au pH
original (8.3).

Le motif yybP-ykoY peut reconnaitre et lier le calcium (Martin et al., 2019) et
chapitre 5 de cette thése et des données récentes, incluant ce que nous présentons au
chapitre 2, montrent qu’en introduisant différentes mutations I'affinité ou la spécificité du
riboswitch, yybP-ykoY (Bachas et al., 2018) ou du ribozyme hammerhead (Mir et al.,
2015; Lau et al., 2017; Naghdi et al., 2020) pour leur ligand peut changer. Tout cela
renforce I'idée de l'existence d’'une superclasse de structures pour un riboswitch qui
reconnaitrait différents ligands, mais dont plusieurs sous-classes auraient chacune leur

spécificité.
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8. Perspectives

Ce chapitre a pour but de suggérer des travaux et des études qui pourraient étre
effectués pour faire suite au travail présenté dans cette thése notamment pour le

chapitre 5.

8.1  Etudier I'expression du géne rapporteur avec une version mutante

non-fonctionnelle du riboswitch yybP-ykoY-r :

Bien que l'effet de la régulation du riboswitch yybP-ykoY-r soit comparée avec
celle du riboswitch SAM, il serait plus pertinent d’introduire quelques mutations afin de
défaire certaines tiges ou substituer des nucléotides dans la boucle E ou ceux de la
boucle 3 (par exemple C54U et A55G, Figure 5.4 D), ce qui permettrait d’obtenir des
résultats plus pertinents pour un contréle négatif.

8.2 L’effet du pH :

L'interaction de la boucle E avec les ions métalliques est un sujet intéressant
qui pourrait aider a mieux comprendre comment 'ARN peut reconnaitre spécifiquement
des ions métalligues et mieux déterminer I'évolution d’ARN vers une fonction
particuliére. Pour élucider davantage le fonctionnement du motif yybP-ykoY dans la
régulation et I'effet du pH. Il serait possible de faire I'expérience avec le milieu LB pH
(6.8), et LB alkalin, LBK pH (8.4), et comparer I'expression du géne rapporteur
(Nechooshtan et al., 2009) en présence des ions tels que le manganése et calcium. Le
milieu LBK: contient du KCI a la place de NaCl, et 100 mM 3-[(1,1-dimethyl-2-
hydroxyethyl) amino]-2-hydroxypropanesulfonic acid (AMPSO) (Amresco) rajouté et
ensuite en utilisant le KOH le pH sera ajusté au pH 8.4 (Stancik et al., 2002;
Nechooshtan et al., 2009). Cette expérience pourrait aider a clarifier si I'observation
précédente d'un lien avec le pH serait indirecte via 'effet du pH sur la solubilité du Mn?

par exemple.
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8.3 Le motif RAGUA :

En définissant un consensus comme « RAGUA » on peut chercher toutes les
séquences intergéniques des bactéries ayant potentiellement une boucle E en utilisant
RiboGap. Il serait alors intéressant de regarder aussi si les séquences intergéniques
récupérées ont un lien direct ou indirect avec les métaux dans leurs descriptions. Faire
la prédiction de la structure secondaire permettrait de retrouver le motif yybP-ykoY
comme contréle positif. Choisir un nouveau candidat et le tester pour son interaction
avec des métaux pourrait permettra d’approfondir 'hypothése que la boucle E peut
servir d'une « pochette de liaison généraliste » pour les métaux et donc faire partie
d’autre riboswitchs impliqués dans la régulation des métaux. Il faut savoir que les
séquences d’ARN ribosomaux comme 5S et 23S doivent étre éliminés, car elles
donneraient beaucoup de « positifs ». Il existe quelques autres exemples d’ARN de
riboswitchs qui ne sont pas spécifiques aux métaux, mais qui contiennent aussi la
boucle E, comme le riboswitch Lysine. Il faudrait donc aussi les éliminer avec les ARN

ribosomaux.

8.4 Terminaison « Rho dépendant » yybP-ykoY P. aeruginosa :

Il serait intéressant de déterminer le mécanisme de régulation du riboswitch
yybP-ykoY chez Pseudomonas aeruginosa. Deux mécanismes différents ont été
observés pour différentes versions du riboswitch yybP-ykoY, la régulation par le
terminateur « Rho » indépendant et le mécanisme de linitiation de la traduction
(Dambach et al., 2015; Price et al., 2015). Découvrir un autre mécanisme comme la
régulation par le terminateur « Rho » dépendant et la distribution de ce mécanisme au
sein d'espéces bactériennes serait intéressant. Sachant que le terminateur « Rho »
indépendant n'a pas été prédit dans la séquence intergénique pour le locus-tag
PA14_61260 chez Pseudomonas aeruginosa PA14, il semble que la régulation pourrait
étre effectuée via le mécanisme « Rho » dépendant chez Pseudomonas aeruginosa
PA14. De plus, des résultats transcriptomiques (Wurtzel et al., 2012) montrent un arrét
de transcription entre le riboswitch et le codon start. Etudier I'effet de la bicyclomycin
(antibiotique qui affecte la terminaison « Rho » dépendante) (Zwiefka et al., 1993) chez
Pseudomonas aeruginosa PA14 ou d’autres bactéries moins résistante pourrait aider a

élucider le mécanisme de régulation du motif yybP-ykoY. Par contre, il faudrait trouver
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des souches sensibles a la bicyclomycine. Alternativement, des souches KO (Knock

Out) pour le géne rho pourraient potentiellement fournir des informations similaires.

8.5 Sous famille L3 :

La mutation dans la boucle 3 (L3) du riboswitch yybP-ykoY change I'affinité
pour les ions (Bachas et al., 2018), sachant que la boucle 3 (L3) du riboswitch
manganése est variable d’'une espéce a l'autre : L. lactis, (UCAAUUC) (Price et al.,
2015). E. coli (ACAUACU) (Dambach et al., 2015) et S. pneumoniae, (UCAUUCC)
(Martin et al.,, 2019). La boucle L3 dans les candidats retrouvés de P. aeruginosa
(ACACACU) et celle de D. magneticus (ACAUCAC) sont différentes, ce qui suggére
que cette différence pourrait jouer sur la régulation des ions. <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>