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Ce document présente les travaux réalisés au cours de ma theése que j’ai effectuée sous
la direction de Mr Konstantin BRODOLIN au sein du Centre d’Etudes d’Agents Pathogénes et
Biotechnologies pour la Santé (CNRS-FRE3689) dirigé par Mr Jean-Michel MENARD dans
I’équipe «Enzymes bactériennes et résistances aux antibiotiques».

Notre équipe développe trois axes de recherche.

¢ Transcription et résistance aux antibiotiques

% Enzymes bactériennes de résistance aux aminoglycosides

% Design rationnel d’inhibiteurs de 5’-nucléotidases
Ces thématiques s’inscrivent dans la recherche de nouveaux agents antibactériens destinés a
répondre aux problémes actuels liés a la montée croissante du phénomene de résistance
bactérienne.

Notre équipe étudie le role des facteurs de transcription dans la génération des résistances
aux antibiotiques qui ciblent I’ARNP procaryote, celle-ci étant I’enzyme centrale de la
transcription chez les bactéries. Cette enzyme est la cible d’un grand nombre de protéines et de
petites molécules de régulation dont certains antibiotiques. Parmi les molécules
antibactériennes inhibant I’ARNP, la rifampicine (Rif) est ’antibiotique de premicre ligne pour
le traitement de la tuberculose. Mais I’apparition de plus en plus fréquente de bactéries
résistantes a cet antibiotique limite son utilisation. Les différents mécanismes conduisant a la
résistance a la rifampicine sont développés dans la Publication n°lsuivante :

e Tupin A., Gualtieri M., Roquet-Baneres F., Morichaud Z., Brodolin K., Leonetti JP.
Resistance to rifampicin: at the crossroads between ecological, genomic and medical
concerns. Int. J. Antimicrob. Agents. 2010 Jun; 35(6):519-23.

Le deuxiéme inhibiteur ciblant ’ARNP est la lipiarmycine (Lpm, également connue sous le
nom de tiacumicin B ou sous le nom commercial de fidaxomicin). Depuis 2011, la Fidaxomicin
est utilisée pour le traitement des infections liées a clostridium difficile et est commercialisée
sous le nom de Dificid®. Elle inhibe 1’étape précoce de I’initiation de la transcription en
déstabilisant les interactions entre I’ARNP et la partie avale de ’ADN du promoteur.
Cependant, le mécanisme précis de cette inhibition n’est pas encore bien défini. En raison de
son utilisation clinique, les conséquences possibles pour 'apparition et la diffusion de nouvelles
formes de résistances des bactéries pathogenes devraient étre évaluées.

Tout d’abord, I’équipe a défini le site de fixation de la lipiarmycine a 1 '"ARNP a partir de
I’analyse des souches d’Entérococcus résistantes a la lipiarmycine et dont les mutations sont

localisées au niveau des sous-unités B et f’(Gualtieri et al., 2009). Le site de liaison identifié est

1,



localisé en dehors de I’espace commun aux autres inhibiteurs de ’ARNP qui ne sont pas
utilisés cliniquement.

La modélisation des mutations conférant des résistances a la lipiarmycine montre que 1’'une de
ces mutations est localisée a proximité de 6’’. Aussi, il a été proposé que la délétion des acides
aminés 513-519 dans la région 3.2 de o'? ait conféré une résistance a Lpm (Tupin et al., 2010a)
et o'” pourrait contribuer a la formation du site de liaison de la lipiarmycine.

Dans le cadre de cette thése, je me suis intéressée en particulier a la détermination des
mécanismes précis par lesquels la sous-unité sigma est impliquée dans la formation du
complexe d’initiation de la transcription et dans la résistance a la lipiarmycine.

La région 3.2 de sigma est variable, elle est fortement conservée chez les facteurs sigma du
groupe [. Mais la séquence de cette région différe significativement selon les sigmas alternatifs,
tandis que le groupe IV a complétement perdu la région 3.2 qui a été remplacée par une
séquence plus courte connectant les régions 2 et 4. La région 3.2 et I’élement B’-SW2
interviennent dans le positionnement du brin matrice dans le site actif au cours de la formation
du complexe d’initiation de la transcription. .

Nous avons montré que la dynamique conformationnelle de la région 3.2 a une implication
dans la stabilisation de la bulle de transcription au cours de I’initiaton de la transcription et que
les mutations dans deux régions de sigma, qui sont la région 1.2 localisée loin du site de liaison
de Lpm et la région 3.2, induisent I'hypersensibilité a la Lpm. Cette découverte a montré que la
sous-unité o affecterait allostériquement 1’activité de la Lpm et remettrait en question notre
connaissance du mécanisme d'inhibition et le role de la région 3.2 dans la formation du
complexe ouvert.

Nous avons constaté que le facteur o ° (RpoS) qui contréle la transcription des génes impliqués
dans la survie des bactéries en phase stationnaire et qui joue un réle important dans la réponse
au stress, peut conférer une hypersensibilité¢ de ’ARNP a la Lpm.

L'hétérogénéité structurelle des ARNP au cours de la phase de croissance spécifique pourrait
moduler la réponse bactérienne a I’antibiotique. Nous avons suggéré que la Lpm et les autres
antibiotiques semblables pourraient étre considérés comme une classe spéciale de régulateurs
transcriptionnels et I’étude de leur rdle dans la régulation des geénes est un sujet d’avenir.
L'article suivant rapporte nos résultats concernant le mécanisme spécifique par lequel les
régions 1.2 et 3.2 de la sous-unité ¢ pourraient étre impliqués dans la génération des résistances

en réponse au traitement antibiotique par la lipiarmycine.




e Morichaud, Z.; Chaloin, L.; Brodolin, K. Regions 1.2 and 3.2 of the RNA Polymerase ¢

Subunit Promote DNA Melting and Attenuate Action of the Antibiotic Lipiarmycin. J
Mol Biol. 2016 Jan 29; 428(2 Pt B):463-76.
Le sujet présente un large intérét pour la communauté scientifique parce qu'il traite de la partie
non ¢lucidée de I'initiation de la transcription et du mécanisme d'inhibition de la transcription.
Pour présenter I’ensemble de ces travaux de thése, il m’a semblé nécessaire de rappeler
en introduction, les notions permettant de préciser ce projet de recherche. Il se situe a la croisée
de deux thématiques : les mécanismes transcriptionnels et la résistance aux antibiotiques.
Dans une premicre partie, je présenterai 1I’évolution actuelle de I'utilisation des antibiotiques
amenant a I’apparition de bactéries résistantes et donc I'urgence d’en développer de nouveaux.
J exposerai pourquoi I’ARN polymérase nous semble étre une cible pertinente pour le
développement de nouveaux antibiotiques. Ensuite, je décrirai la structure de cette enzyme, les
différentes étapes du cycle transcriptionnel ainsi que les sites de liaison et les modes d'action
des différents inhibiteurs de I’ARN polymérase connus. Afin d’éviter les traductions
approximatives, j’ai choisi de conserver les dénominations en langue anglaise.
Dans une deuxieme partie, je présenterai I’ensemble de mes résultats. La troisieme partie sera

consacrée a la discussion et des perspectives envisageables seront proposées.




CHAPITRE 1 : INTRODUCTION



A. L'ARN polymérase cible potentielle de la recherche de
nouveaux antibiotiques

A.I) Généralités sur les antibiotiques

Le terme «antibiotique» (ATB) a été introduit pour la premiere fois en 1889 par Paul
Vuillemin ; mais sa définition actuelle a pour origine les travaux d’Alexander Flemming qui a
découvert la pénicilline G. Les antibiotiques sont des molécules naturellement synthétisées par
les microorganismes pour lutter contre les bactéries concurrentes présentes dans leur
environnement (Waksman and Woodruff, 1942). Ils ont des modes d'action différents, mais la
majorité d’entre eux inhibe les fonctions microbiennes essentielles comme la synthése des
protéines, la syntheése de I’ARN, la réplication de ' ADN et la synthése de la paroi cellulaire. Ils
ont des structures diverses et des origines différentes. Il existe aujourd’hui plusieurs familles
d’antibiotiques composées de molécules soit naturelles, soit semi-synthétiques, soit
synthétiques qui s’attaquent spécifiquement a une bactérie ou a un groupe de bactéries. Ils sont
classés en cinq principaux groupes en fonction de leur cible.
Les béta-lactamines qui comprennent les pénicillines, les carbapénénes, les monobactames, les
glycopeptides, les céphalosporines, les fosfomycines et le groupe des lipopeptides
(polymyxines et lipopeptides cycliques) sont des inhibiteurs de la synthése de 1’enveloppe
bactérienne.
Le groupe contenant les aminosides, les macrolides, les phénicoles, les cyclines, les acides
fusidiques et les oxazolidinones sont des inhibiteurs de la synthése des protéines.
Les sulfonamides sont des inhibiteurs de la synthése des acides foliques.
Enfin, les quinolones, les quinoléines, la mupirocine et les rifamycines agissent sur la synthese

des acides nucléiques.
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La découverte des antibiotiques a révolutionné I'histoire de la médecine. Pendant l'age
d'or, entre les années 1940 et les années 1960, presque toutes les classes d'antibiotiques
actuellement connues ont ét¢ découvertes (Figure 1). La recherche antibiotique par 1’industrie
pharmaceutique a beaucoup diminué. Plusieurs raisons ont €té avancées pour expliquer cette
tendance (Beutler, 2009). La recherche et le développement de nouveaux médicaments sont un
long processus de plus en plus couteux. Lorsque les nouvelles molécules atteignent finalement
le marché, il est difficile de rentabiliser le colt investi (Li and Vederas, 2009). En outre, la
recherche a tendance a s’orienter vers les molécules de synthése et le développement de
grandes bibliotheéques par le criblage automatis¢ a haut débit (HTS), afin de réduire le temps et
les dépenses nécessaires a la découverte de produits naturels.

Pendant les deux derniéres décennies, les avancées technologiques, particulierement dans le
domaine de la biologie moléculaire, de la génomique, de la chimie combinatoire et de HTS ont
fourni des outils particuliecrement efficaces pour accélérer la découverte de nouveaux

antibiotiques (Figure 1).
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Figure 1. Historique de la découverte des antibiotiques et du développement concomitant des

résistances (Davies and Davies, 2010).

En dépit de I’identification de nouvelles cibles et de la création de bibliotheques
chimiques, peu de succés ont été obtenus dans la recherche de nouvelles molécules anti-
infectieuses approuvés pour l'utilisation humaine. Cet échec refléte les défis particuliers de

cette recherche ( Drug Discovery and Development, 2011). Cela s’explique également par le




fait qu’un antibiotique doit agir sur de multiples cibles de différentes especes qui peuvent
devenir résistantes. Il doit traverser la membrane cellulaire et la membrane microbienne pour
accéder a sa cible intracellulaire en restant actif. Il doit également malgré les fuites et les

mécanismes de résistance €tre maintenu a une concentration intracellulaire efficace.

A.Il) Emergence de bactéries résistantes

Largement utilisés ces derniéres décennies, les antibiotiques ont permis de faire
considérablement reculer la mortalité associée aux maladies infectieuses et ont contribu¢ a la
préservation de la santé. Mais I’efficacité remarquable des antibiotiques s’est accompagnée
d’une utilisation abusive. Selon une étude du Centre Américain de Controle et de Prévention
des Maladies (CDC), leur usage et leur dosage sont inadaptés dans 50% des cas (Davies and
Davies, 2010). Les antibiotiques sont aussi treés utilisés dans le domaine vétérinaire. Dans
l'industrie alimentaire du bétail, ils sont également utilisés comme hormone de croissance.
Dans I’¢levage et I’aquaculture, ils sont utilisés a forte dose a titre prophylactique ; on estime a
plusieurs millions de tonnes les antibiotiques libérés dans la biosphére ces cinquante dernieres
années (Davies and Davies, 2010).

Cet abus a généré une pression sur les bactéries qui ont développé des systémes de
défense contre ces antibiotiques. Cette pression de sélection a induit 1’apparition de résistances.
Ponctuelles au départ, ces résistances sont devenues fréquentes et préoccupantes. Certaines
souches sont devenues multirésistantes, c’est-a-dire résistantes a plusieurs antibiotiques.
Certaines sont méme devenues résistantes a tous les antibiotiques disponibles sur le marché. Ce
phénomene encore rare est en augmentation et conduit vers une impasse thérapeutique. Les
bactéries multi-résistantes issues des élevages peuvent se transmettre a I’homme directement ou
via la chaine alimentaire.

Les bactéries multirésistantes de plus en plus nombreuses constituent un probléme
majeur en raison de la gravité des infections dont elles sont responsables et en raison de leur
capacité¢ a se diffuser (Figure 2). Elles font 1'objet d'un programme de surveillance et de
prévention depuis le milieu des années 1990.

On estime le nombre de maladies et de déceés dus aux résistances aux antibiotiques des
bactéries et des champignons aux Etats-Unis en 2013 a au moins 2.049.442 pathologies et a
23000 déces.

L’estimation du nombre de pathologies et de morts dus aux résistances a Clostridium difficile

(C. difficile): est de 250.000 maladies et de 14.000 morts (ar-threats-2013-508.)
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Figure 2. Dissémination des antibiotiques dans I’environnement : agriculture, communautés urbaines

et rurales, hopitaux, eaux usées (Davies and Davies, 2010)

A.IIl) Transmissions des résistances aux antibiotiques

La plupart des bactéries ont plusieurs mécanismes de résistance pour chaque
antibiotique. Lorsqu’une résistance est acquise, elle se propage par division cellulaire (transfert
vertical) et par transfert d ADN d’une bactérie a ’autre (transfert horizontal) (Livermore,Clin.

Infect. Dis., 2003).

A.IIL.1 Résistances naturelles
Certaines bactéries sont naturellement résistantes a quelques antibiotiques (Tableau 1).
C’est un phénomene lié a I’apparition des premiers antimicrobiens naturellement produits par
les bactéries et les champignons. En effet, le role premier des antibiotiques est d’inhiber la
croissance d’espéces concurrentes dans la méme niche écologique. Ces bactéries ont développé
parallélement des stratégies pour se protéger des effets déléteres des antimicrobiens (Waksman

and Woodruff, 1940). Ce phénomeéne est défini comme une résistance intrinséque ou naturelle ;
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on parle de résistance innée. Leur patrimoine génétique les rend insensibles a un certain

nombre d’antibiotiques.

ORGANISMS NATURAL RESISTANCE AGAINST: MECHANISM

Anaerobic bacteria Aminoglycosides Lack of oxidative metabolism to drive uptake of aminoglycosides
Agrobic bacteria Metronidazole Inability to anaerabically reduce drug to its active form
Gram-positive bacteria Aztreonam (a beta-lactam) Lack of penicillin binding proteins (PBPs) that bind and are inhibited

by this beta lactam antibiotic
Gram-negative bacteria Vancomycin Lack of uptake resulting from inability of vancomycin to penetrate
outer memhbrane

Klgbsielia spp. Ampicillin (a beta-lactam) Production of enzymes (bsta-lactamases) that destroy ampicillin
before the drug can reach the PBP targets

Stenotrophomonas. Imipenem (a beta-lactam) Production of enzymes (beta lactamases) that destroy imipenem
mattophila before the drug can reach the PBP targets.

Lactobacilli and Vancomycin Lack of appropriate cell wall precursor targetto allow vancomycin to
Leuconostoc bind and inhibit cell wall synthesis

Pseudomonas Sulfonamides, frimethoprim, Lack of uptake resulting from inability of antibiotics to achisve
geruginosa tetracycline, or chioramphenicol effective intracellular concentrations

Enterococci Aminoglycosides Lack of sufficient oxidative metabolism to drive uptake of

aminoglycosides
All cephalosporing Lack of PBPs that effectively bind and are inhibited by these beta

lactam antibiotics

Tableau 1. Résistances naturelles des bactéries aux antibiotiques (Forbes et al., 1998; Gigucre,

2013)

A.IIL.2 Résistances acquises

Le phénomene de la résistance acquise peut survenir a la suite d’une mutation génétique
affectant le chromosome de la bactérie, permettant a cette derniere de contourner I’effet
délétere de I’antibiotique auquel elle était sensible auparavant.
Il peut aussi étre 1i¢ a I’acquisition de matériel génétique porteur d’un ou de plusieurs genes de
résistance en provenance d’une autre bactérie phylogénétiquement proche ou étre lices a
I’acquisition soit d’un plasmide, soit d’¢éléments transposables. Ce transfert peut parfois
s’opérer entre des bactéries trés ¢€loignées sur le plan phylogénétique (Figure 3). Les
résistances chromosomiques ne concernent en général qu’un antibiotique ou une famille
d’antibiotiques. Les résistances plasmidiques peuvent concerner plusieurs antibiotiques, voire
plusieurs familles d’antibiotiques. Elles représentent le mécanisme de résistance le plus

répandu, soit 80 % des résistances acquises.
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Figure 3. Les trois mécanismes de transfert génétique horizontal (HGT) chez les bactéries.

La transformation implique l'assimilation de fragments d'ADN courts, libres par des bactéries
naturellement transformables. La transduction se produit quand I'ADN est transféré d'une bactérie a une
autre par l'intermédiaire de bactériophages. La conjugaison est le processus de transfert du matériel
génétique entre deux cellules bactériennes dans le contact proche via pilus sexuel (Bacterial Resistance

to Antibiotics)

A.IV) Mécanismes des résistances aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques peut s’exprimer a travers plusieurs mécanismes

différents (Figure 4).

A.IV.1 Altération de I’antibiotique

Les bactéries produisent des enzymes qui altérent chimiquement les antibiotiques et les
rendent ainsi inactifs : c'est le cas des P-lactamases qui hydrolysent 1'anneau B-lactame des
pénicillines et des céphalosporines. C’est le mécanisme le plus répandu qui entraine
I’apparition des résistances a la pénicilline (Jacoby, 1994) . D’autres enzymes inactivent les
antibiotiques en leur ajoutant des groupements chimiques : par exemple les aminosides peuvent

étre inactivés par phosphorylation, adénylylation ou acétylation (Shaw et al., 1993).




A.IV.2 Modification de la cible

Des bactéries peuvent produire des protéines ou des enzymes qui ne sont plus sensibles

aux antibiotiques, mais qui ont les mémes fonctions que les protéines cibles. Nous citerons la

résistance a la rifampicine chez Mycobacterium tuberculosis due a des mutations de I’ARN

polymérase dans la région B du gene rpoB, qui sont sans conséquences fortes sur le

déroulement de la transcription.

A.IV.3 Réduction de la perméabilité

L’imperméabilisation de la membrane de la bactérie limite la pénétration de

I’antibiotique. Ce mécanisme est utilisé par les bactéries pour empécher I'antibiotique de

pénétrer dans

la cellule

par exemple la perte ou la modification de la porine chez

Pseudomonas aeruginosa confére une résistance accrue aux carbapénemes (Kohler et al.,

1999).

A.IV.4 Mécanisme d’expulsion des antibiotiques

Les bactéries produisent souvent des protéines membranaires agissant comme pompes

moléculaires permettant d'expulser un antibiotique a I'extérieur de la cellule. Clest le

mécanisme principal de la résistance a la tétracycline, chez les bactéries Gram positif et Gram

négatif (Nikaido, 1994).
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Figure 4. Les différents mécanismes de résistance aux antibiotiques chez les bactéries (Schmieder and

Edwards, 2012)




A.V) Recherche de nouvelle voies

La résistance aux antibiotiques est un probléme majeur de santé publique car elle est en
constante augmentation dans les pathologies humaines du fait de I’acquisition d’au moins une
résistance a une classe d’antibiotiques utilisée cliniquement. Si aucune solution nouvelle n’est
apportée, on estime qu'en 2050 dix millions de personnes mourront d'une infection causée par
un microbe résistant. Le colt rapporté a ces infections approchera les cent milliards d'euros
(AMR Review Paper - Tackling a crisis for the health and wealth of nations).

Conséquences directes de ce phénomeéne, les infections nosocomiales touchent un

patient hospitalisé sur vingt en France. Quant a certaines maladies, comme la tuberculose elles
enregistrent de plus en plus de cas de multi-résistance : 450 000 nouveaux cas ont été ainsi
recensés en 2014 a travers le monde. Ce type d'infection est extrémement difficile a combattre
et il est essentiel de découvrir rapidement de nouvelles molécules thérapeutiques.
Un certain nombre d'erreurs stratégiques a sans aucun doute contribué¢ au désengagement des
grands laboratoires pharmaceutiques. Les incitations publiques a une moindre consommation
ont découragé les laboratoires pharmaceutiques d’investir dans cette voie de recherche. C’est
pourquoi I’Innovative Medicines Initiative (programme européen) a lancé en mai 2013
I’opération « New Drugs 4 Bad Bugs ». C'est un partenariat entre les industriels, le monde
universitaire et les laboratoires de recherches biotechnologiques pour accélérer la recherche en
Europe et développer de nouveaux antibiotiques contre les bactéries résistantes prioritaires.

D’autres voies de recherche se mettent en place progressivement dans ce domaine.

Les chercheurs tentent d’inhiber 1’action des enzymes béta-lactamases produites par certaines
bactéries et qui les rendent résistantes aux antibiotiques de la famille des béta-lactamines.
D’autres équipes tentent de développer des thérapies « antivirulence ». L’objectif est de bloquer
les systemes qui rendent les bactéries pathogeénes pour I’homme.

La phagothérapie fait 1'objet d'un regain d'intérét (Dufour et al., 2015). Elle était tombée dans
I'oubli en cédant la place aux antibiotiques. La situation s'inversera peut-étre dans I'avenir car
elle pourrait étre une solution pour traiter les infections résistantes aux antibiotiques.

Elle consiste a faire éliminer les bactéries par des phages. Ce sont des virus qui infectent
spécifiquement certaines bactéries, s’y reproduisent, puis les détruisent en libérant de nouveaux
phages. Cette spécificité permet d’éliminer les bactéries pathogenes sans affecter les autres,
contrairement aux antibiotiques a large spectre. Le développement de cocktails de phages
utilisés pour le traitement des infections cutanées provoquées par les bactéries Escherichia coli

et Pseudomonas aeruginosa a la suite de brilures ou de blessures est actuellement en cours
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d’expérimentation (Phagoburn: Evaluation of phage therapy for the treatment of burn wound

infections).

A.VI) L’ARN polymérase est une cible des antibiotiques

L’ARN polymérase ADN dépendante (ARNP) est ’enzyme responsable de la
transcription. Cette premicre étape est souvent I’étape décisive dans l'expression des genes.
Deux inhibiteurs de I’ARNP seulement sont actuellement commercialisés. Ce sont la
rifampicine et ses dérivés qui sont les plus largement utilisés (Calvori et al., 1965) pour le
traitement de la tuberculose ainsi que pour d’autres infections, et la lipiarmycine (Lpm) qui a
¢été approuvée en utilisation clinique en 2011 pour le traitement de Clostridium difficile (Scott,
2013).

Plusieurs séries de différents composés isolés a partir de ressources naturelles (O’Neill
et al., 2000; Sonenshein and Alexander, 1979) ou provenant de bibliothéques chimiques
(Artsimovitch et al., 2003) agissent sur I’ARNP. La plupart d’entre eux possedent des sites de
liaison trés proches et présentent parfois des résistances croisées. Cependant, aucun de ces
composés n'est a I’heure actuelle parvenu a I'étape de I’utilisation clinique.

D’autres arguments indiquent que I’ARNP est une cible potentielle pour le
développement de nouveaux antibiotiques :

% A la différence des eucaryotes, les procaryotes ont une seule ARNP qui contrdle la
transcription de tous les geénes de la cellule. Les ARNPs sont des enzymes formées de
plusieurs sous-unités. Chez les procaryotes, ces enzymes sont constitué¢es de séquences
trés conservées. Par conséquent, un seul antibiotique pourrait donc étre actif contre
plusieurs especes bactériennes. Cependant, son utilisation a grande échelle favoriserait
l'apparition et la dissémination de résistances.

s La structure globale des ARNPs des procaryotes et des eucaryotes présente une forte
homologie mais leurs séquences sont différentes. Aussi, les inhibiteurs actifs sur
I'ARNP des bactéries ne seront pas actifs sur I’ARNP des eucaryotes. Il est donc
possible d'administrer ces antibiotiques aux patients sans risque d'interactions avec leurs
propres enzymes.

* De nombreuses structures de haute résolution de ’ARNP et des complexes de
transcriptions sont disponibles. Ces éléments pourraient permettre la conception de
molécules pouvant avoir une forte interaction afin d’augmenter leur affinité et leur

efficacité.
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La disponibilité de la structure de complexes d’ARNP et d’inhibiteurs de transcription
pourrait étre utilisée pour développer des composés bipartites a potentiel antibactérien a

large spectre et susceptibles d’agir contre les bactéries résistantes.

X3

A

I’ARNP bactérien est un complexe de taille importante de 400 kDa ; il possede de
nombreuses poches potentielles a sa surface. Il serait donc possible dans les années
futures de découvrir de nouvelles molécules ciblant certaines de ces poches.

% Des relations étroites existent entre la réplication, la transcription, la traduction. En
ciblant la transcription, un inhibiteur pourrait perturber l'ensemble des fonctions de
controle des genes bactériens au cours des différentes phases de croissance ou lors de
situation de stress.

¢ Chez E coli, 1a sous-unité sigma70 est responsable de la transcription de la majorité des
promoteurs au cours de la phase de croissance exponentielle, tandis qu'un ensemble de
facteurs sigma alternatifs contrélent l'expression de ’ensemble des geénes spécialisés
dans les situations de stress, en condition de carence en nutriments ou d’infection. La
sous-unité sigma pourrait étre impliquée dans 1’apparition de la résistance aux
antibiotiques. En ciblant l'interaction c-core, il serait possible de mettre sur le marché
des antibiotiques ciblant certaines activités spécifiques des bactéries ou des
antibiotiques actifs sur les bactéries persistantes et sur les biofilms (Andre, 2006).
Cependant, les bactéries développent de nombreuses résistances a la rifampicine et a ses

dérivés a une fréquence €levée. Ce phénomene limite fortement leur utilisation et la découverte

de nouveaux inhibiteurs présente un grand intérét pour la communauté biomédicale. Outre leur
intérét thérapeutique, ces inhibiteurs sont aussi des outils importants pour caractériser l'activité
de leur cible. Le nombre de molécules utilisées cliniquement ciblant I'ARNP est faible si on le
compare a celui des molécules dirigées vers d'autres cibles. Néanmoins, I'ARNP reste une cible

particuliérement intéressante pour des antibiotiques potentiels.




B. L’ARN polymérase

L’ARN polymérase ADN dépendante (ARNP) est I'enzyme centrale d'expression des
genes. Toutes les formes de vie possedent de ’ARNP qui est un complexe protéique formé de
plusieurs sous-unités responsable du processus de la transcription qui aboutit a la synthése de
I’ARN a partir d’une matrice ADN. Les procaryotes possédent un seul type d’ARNP
responsable de la synthése de tous les ARNs de la cellule (ARN messagers, ARN ribosomaux
et ARN de transfert), contrairement aux eucaryotes qui nécessitent trois types d’ARNPs pour la
synthése des différents types d’ARNs. La conservation de la structure et de la fonction des
différentes polymérases font de I’ARNP bactérienne un excellent modele pour étudier les
mécanismes fondamentaux de la transcription.

L’ ARNP bactérienne existe sous deux formes : le core et I’holoenzyme. L'obtention de
la structure de L’ARNP par cristallographie étant difficile , la structure tridimensionnelle de
I’holoenzyme d'E.coli a d'abord été déterminée en utilisant la microscopie électronique (Darst
et al., 1989). La premicre structure cristallographique du core de ’ARNP de Thermus aquaticus
a été déterminée en 1999 et 2002 (Murakami et al., 2002; Zhang et al., 1999) ; celle de ' ARNP
de Thermus thermophilus a ¢été résolue en 2002 (Vassylyev, Nature, 2002) et celle de
I’holoenzyme d ’E.coli en 2013 (Murakami, 2013).

B.I) Core de I' ARN polymérase (E)

L’ARNP bactérienne est la forme la plus simple ; son core est composé de cing sous-
unités (02Pp’w) (Figure 5) qui forment une protéine d’environ 400 kDa. Chez les eucaryotes et
les archaea, I’ARNP posseéde des polypeptides supplémentaires qui forment des complexes de
11 a 15 sous-unités (Murakami, 2013).

La cristallographie a révélé que la structure de ’ARNP bactérienne ressemble a une «
pince de crabe », avec deux machoires. La plus grande sous-unité ' (1407 acides aminés soit
155 kDa) forme une pince que ’on nomme " ' jaw/clamp". La deuxiéme sous-unité B (1342
acides aminés soit 150 kDa) forme l'autre pince que 1’on nomme" B lobe". Les deux pinces
délimitent le canal principal contenant le site actif qui est un déterminant nécessaire a la
transcription. Ce canal qui a une largeur de 27 A, sert de site de liaison a I’ADN et conduit
jusqu'a I’ion catalytique Mg”" (Young et al., 2002; Zhang et al., 1999). A ce canal principal

s’ajoutent le canal secondaire et le canal de sortie de ’ARN. Le canal secondaire relie
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l'extérieur de 'ARNP au site actif. Il est supposé amener les nucléotides jusqu’au site
catalytique et permettrait également la sortie des courts fragments abortifs (Cramer et al., 2000;
Severinov, 2000).
Les sous-unités 3 et B ' forment des domaines mobiles 3 lobe, B flap, B’ jaw and ° clamp qui
entourent le site actif (Ghosh et al., 2010). Ces domaines mobiles favorisent la liaison avec le
facteur sigma et I'ADN du promoteur. Le domaine clamp est reli¢ a d’autres domaines de
I'ARNP par cinq ¢éléments switch : ' switch 1,2 et 5 et B switch 3 et 4 (Murakami, 2013). Ces
¢léments mobiles jouent un role de charniére permettant I'ouverture et la fermeture du clamp.
L'entrée de I’ADN dans le canal principal est régulée par l'ouverture et la fermeture des
domaines PB' clamp et B' jaw au cours du cycle de la transcription. Lors de I’initiation de la
transcription, 3’ clamp est ouvert afin que I’ADN double brin puisse entrer dans le site actif,
mais lors de 1’¢longation, 3’ clamp se ferme. Cela contribue a la processivité de la transcription
(Murakami and Darst, 2003).

Les deux sous-unités a forment un dimere et sont placées a l'interface de 3 et B°. Elles
sont composées de deux domaines : le domaine N-terminal (aNTD ~26 kDa) et le domaine C-
terminal (a-CTD ~9 kDa). aNTD a un rdle dans 1’assemblage des deux sous-unités 3 et 3’
(Hayward et al., 1991) et a-CTD interagit avec divers activateurs transcriptionnels. Ce dernier
reconnait la séquence spécifique du 1’élément UP et les séquences non spécifiques de I’ADN du
promoteur (Gourse et al., 2000; Haugen et al., 2008).

La sous-unité o (91 acides aminés soit 10 kDa) n'a aucun réle actif dans la transcription,
mais semble fonctionner comme une chaperonne dans I’assemblage de I’ARNP (Zhang et al.,
1999). Elle interagit largement avec la partie C-terminal de B' et cette sous-unité peut avoir une
fonction dans les étapes de 1'assemblage du core de I’ARNP.

Le core a une taille d'environ 150 A de longueur, 115 A de largeur et 110 A de
profondeur (Zhang et al., 1999). Sa surface est globalement chargée négativement alors que le
canal principal est chargé positivement. L’ARNP procaryote possede deux domaines de liaison
avec le zinc. Le premier Zn I est situé¢ au niveau de la surface supérieure de la sous-unité f3'
ZBD, alors que le deuxieme Zn II est localisé a l'extérieur du canal primaire. Zn Il pourrait
jouer un role dans le repliement de la sous-unité ' (Markov et al., 1999; Vassylyev et al., 2002;

Zhang et al., 1999).
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Figure 5. Structure globale du core de I’ARNP de 7. thermophilus avec I’ ADN (rouge et bleu)

B.IT) L'holoenzyme (Eo)

Le core de I’ARNP est catalytiquement actif, mais incapable d’initier la transcription. Il
nécessite la liaison d’une sous-unité supplémentaire (le facteur o) pour former I’holoenzyme
(Figure 6). Les interactions entre ¢ et le core entrainent de profonds changements
conformationnels au niveau du core et au niveau du facteur sigma. Les balancements des
domaines mobiles du core de PARNP réduisent la largeur du canal principal de 10 A. Le
domaine B’ coiled-coil, une partie du domaine B N-teminal et le canal de sortie de I’ARNP
changent de position dans I’holoenzyme (Murakami et al., 2002; Vassylyev et al., 2002).

Le facteur sigma est formé de quatre domaines connectés par des bras flexibles qui
interagissent avec le core. Ils sont répartis sur une seule face de I’ARNP et I’interface entre le
core et le facteur sigma est supérieure a 8000 A* (Murakami et al., 2002; Vassylyev et al.,
2002). La région 1.1 occupe le canal d’entrée de I’ADN et la région 2 est en contact avec le
domaine B’ coiled-coil. Ce contact représente la plus importante interaction entre sigma et le
core. Ce domaine induit des changements de conformation du facteur sigma qui vont permettre

la liaison avec I’ADN et la reconnaissance de I’élément -10 par la région 2.3 (Young et al.,
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2004, 2001). Le domaine 3 repose sur une partie du site actif et interagit principalement avec la
sous-unité B. La région 3.2 en forme de boucle relie les domaines o3 et o4. Elle est enfouie en
partie dans le canal principal et bloque le canal de sortie de I’ARN. Le domaine 4 forme une
poche hydrophobe ou se loge la pointe de I’élément B flap .Cette interaction implique le
déplacement de ~1 1A de I'hélice située au bout du B flap et permet probablement aux régions 2
et 4 de reconnaitre simultanément les éléments -10 et -35 du promoteur (Vassylyev et al.,
2002). Cette affinité de sigma au core de I’ARNP stabilise I’ holoenzyme (Murakami and
Darst, 2003) .

Au cours de la transcription, I’holoenzyme qui reconnait spécifiquement les élément -10
et -35 de ’ADN du promoteur forme un complexe fermé (RPc). Celui-ci va subir divers
changements conformationnels et former un complexe ouvert (RPo) stable et compétent pour
amorcer la synthése de 'ARN. Le facteur sigma se dissocie du core de I’ARNP qui lie les
facteurs régulateurs au cours de 1’¢longation et au cours de la terminaison de la transcription

(Figure 12).

Holoenzyme

| woppo |

Figure 6. Structure de I’holoenzyme de T. thermophilus avec le facteur sigma en vert.




B.I1.1 Facteurs de transcription sigma (o)

L'initiation de la transcription est le point crucial de 1'expression des genes chez les
procaryotes. Les acteurs-clés dans ce processus, sont les facteurs sigma (os), ils s'associent avec
le core catalytique de I’ARN polymérase pour le guider a travers les étapes essentielles de
l'initiation : reconnaissance des promoteurs, fusion de I’ADN et synthése des premiers
nucléotides de la transcription. La découverte du facteur sigma, il y a 45 ans, a permis a la
recherche d’entrer dans une nouvelle ¢ére de la biologie régulatrice afin de comprendre
comment la cellule assure la fidélit¢ de l'initiation de la transcription. Cela a permis de
supposer que tous les ARNPs exigent des fonctions d'initiation distinctes. Cette division des
taches n'est pas surprenante. Pour effectuer la transcription, I’ARNP doit efficacement traverser
une grande fraction du génome sans préférence pour la séquence d'’ADN pendant la phase
d’¢longation. Néanmoins, le début de la transcription doit partir d’une séquence précisément
spécifiée et régulée. Les cellules ont résolu ce probléme par 1’encodage des sites de début de
transcription par des séquences d'ADN spécifiques : les promoteurs (Figure 11) et I’ARNP
localise ces séquences par I’intermédiaire des facteurs sigma qui fonctionne principalement lors
de l'initiation. (Feklistov et al., 2014a; Mauri and Klumpp, 2014).

Les différents programmes de transcription sont modulés par la disponibilité des
facteurs sigma en fonction de la régulation de leur transcription et de leur traduction et
¢galement en fonction de la régulation de leur protéolyse ainsi que leur séquestration par des
anti-sigma (Ishihama, 2000; Sharma and Chatterji, 2010).

Les bactéries ont un seul et essentiel facteur o qui assure la transcription de milliers de
génes (6" chez E. coli, o chez B. subtilis) au cours de la phase de croissance, tandis que les
autres facteurs sigma agissent comme des régulateurs en réponse a un signal. Les différents
sigma rivalisent pour s’associer avec le core de I’ARNP. Le nombre total de core dans une
cellule en croissance d’E. coli est de 2000 molécules soit la moiti¢é du nombre total de génes

(4000 genes) dans le génome d’E.coli (Blattner et al., 1997).

B.I1.2 Les facteurs sigma peuvent étre classés en deux familles :

70

La famille 6’ en référence au principal facteur o’°

chez E. coli, partage des
ressemblances structurelles. Mais malgré cette similitude globale, la famille 6’° reconnait des
classes différentes de promoteurs (Gruber and Gross, 2003).

La famille des o, qui différe structurellement de la famille ¢’° nécessite la présence
d’un activateur protéique et de I’ATP pour la formation du complexe ouvert (Buck et al., 2000).

Elle est responsable de 1’expression des genes impliqués dans la fixation de I’azote ou dans la
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réponse & un stress. Elle représente 60% du génome bactérien (Buck et al., 2000). o°* reconnait
des éléments du promoteur en positions -12 et -24 (Wigneshweraraj et al., 2008).

Chez les bactéries a Gram-négatif comme E. coli, les génes codant pour les facteurs o
sont désignés rpo. Chez les bactéries a Gram-positif, les génes sont désignés par sig.
La plupart des eubactéries possédent plusieurs membres de la famille des o'°, mais
habituellement un seul représentant de la famille 6>* (Gruber and Gross, 2003). Le nombre de
facteurs sigma est trés variable, soit 65 chez Streptomyces coelicolor, 19 chez B. subtilis, 7 chez
E. coli, un seul sigma chez les Mycoplasmes. 1ls sont désignés par des nombres ou par des
lettres, 6”° (6 ), 6% (6 V), 6% (6%), 62 (6 1), 6% (67), 6 2 (6 F) et & '® (o 7))
Le facteur sigma primaire est o'° (également appelé o °), en raison de sa masse moléculaire
d'environ 70. 000 Da. Dans beaucoup d'autres bactéries, 1’analogue du facteur sigma primaire
est désigné o™,
Tableau 2. Facteur 6'° chez E. coli avec les poids moléculaires des protéines (Cook and Ussery,

2013)

Gene Aliases Function Wt. (kDa)
rpoD c”° Household sigma factor 70 +£0.06
rpoS o%, ¢S Stationary phase 38112
rpoH o*, oM Heat shock (cytoplasm) 32 +0.02
rpoE o of Heat shock (periplasm) 222

rpoN o®, g" Nitrogen regulation 54+£0.2
fliA 6% " Flagella biosynthesis 28+0.3
fecl c" Ferric citrate transport 192

Les facteurs sigma appartenant a la famille 6’° peuvent étre divisés en quatre groupes liés

phylogénétiquement et selon leur fonction (Lonetto et al., 1992) (Figure 7).
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Figure 7. Représentation schématique de la structure des différents groupes de facteurs o.




e  Groupel

Il rassemble les facteurs sigma primaires ayant une haute homologie de séquences avec le
6’ d’E. coli. 1ls sont essentiels a la survie de la bactérie et assurent la transcription des génes
de ménage pendant la phase de croissance exponentielle. La plupart des bactéries ont un seul

facteur sigma primaire.

e Groupe 2

Il rassemble les sigmas alternatifs qui sont semblables & ceux de groupe 1, bien que la
plupart d’entre eux ait perdu la région 1.1. IIs ne sont pas essentiels a la croissance bactérienne
et a sa survie. Néanmoins, ils controlent la transcription des génes impliqués dans les réponses
au stress et la transcription des geénes exprimés pendant la phase stationnaire. Le plus
représentatif de ce groupe est 6° chez E. coli (Loewen and Hengge-Aronis, 1994). Ec®

reconnait les mémes sequences consensus des promoteurs que Ec'’ (Gaal et al., 2001).

e Groupe3

Ils difféerent des sigmas primaires et sont plus divers structurellement et fonctionnellement.
IIs n’ont pas la région 1.1, mais possedent les domaines 2 et 4. Ils interviennent dans le controle
des genes impliqués dans le choc thermique (6°%), lors des programmes liés au développement
comme la biosynthése des flagelles (' chez E. coli) ou lors de la sporulation (¢", o, %, 69,6

chez B. subtilis) (Mauri and Klumpp, 2014). IIs reconnaissent des promoteurs différents du

groupe 1 et du groupe 2.
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e Groupe 4

Il regroupe les facteurs sigma qui ont initialement échappé a la détection lors de la
recherche d'homologie parce qu'ils ont perdu le domaine conservé ¢ 1.1 (Figure7). Le
séquencage a grande échelle du génome microbien a permis d’identifier des milliers de sigma.
Le plus grand nombre de facteurs sigma appartient au groupe 4 et les plus abondants sont ¢ ““"
qui ont une fonction extra-cytoplasmique (Lonetto et al., 1992) . Ils pourraient transcrire des
genes impliqués dans les réponses au stress. Ils ont aussi des fonctions plus spécialisées comme

fecl

le transport du fer (o). Ce groupe a conserve les régions 2 et 4 mais ont perdu la région 1.1 et

la région 3 (Feklistov et al., 2014a).

B.I1.3 Principaux domaines structuraux des facteurs sigma
L'alignement des séquences des différents facteurs de la famille 6’ a révélé la présence
de quatre domaines conservés G, 6,, 03, 64 (Campbell et al., 2002). Ceux-ci sont reliés entre
eux par des bras flexibles et répartis sur une seule face de I’ARNP. Ces domaines sont formés
des régions 1.1, 1.2 a 2.4, 3.0 a 3.2 et 4.1 a 4.2, respectivement (Murakami and Darst, 2003)
(Figure 8).

RNC

[on (W8 (2]22[25]2 [S0fSH S 2]
Région promotrice d’ADN L:—. ’
-35

-10 étendu

Figure 8. Interactions entre les régions conservées du facteur ¢’ et les différents éléments du

promoteur. RNC : région non conservée.

B.I1.3.1 Domaine o,
Le domaine o; est un domaine N-terminal du facteur sigma constitué¢ d’une seule région
61.1. Ce domaine est composé de ~100 acides aminés qui forment une séquence peu conservée
bien que la caractéristique acide soit préservée (Murakami et al., 2002). Le domaine o; est
présent seulement dans le groupe 1 des o'°. La fonction principale de o est I’auto-inhibition
du facteur sigma libre car la conformation compacte du o libre n’est plus capable de
reconnaitre le promoteur et les régions 2.4 et 4.2 ne sont pas bien positionnés pour interagir

avec les éléments -10 et - 35 du promoteur. C est le core de I’ARNP qui est responsable du




positionnement des domaines du sigma, de leur orientation et de leur espacement approprié
pour interagir avec les motifs du promoteur (Feklistov et al., 2014a).

611 semble jouer un réle important dans la formation du complexe ouvert. Des études
ont montré que plusieurs substitutions ou délétion des acides aminées de ¢'’dans cette région
ont diminué I’activité de I’ARNP et/ou diminué la stabilité du complexe ouvert (Miropolskaya
et al., 2012; Vuthoori et al., 2001; Wilson and Dombroski, 1997) et I’ étude cinétique de
I’ARNP et de 6A;; montre que le domaine o; augmente le taux d'isomérisation (Wilson and
Dombroski, 1997) et le taux de dissociation des complexes ouverts (Ruff et al., 2015).

La structure cristallographique de I’holoenzyme d’E.coli ( Murakami, 2013) révele que :
o1 est une région hélicoidale chargée négativement qui contient quatre hélices. Cette région
est entourée par o, f lobe, B' clamp et ' cleft (Figure 9). Les résidus acides de o;; masquent
les résidus basiques du B lobe et ' clamp. 6, est placée dans le canal de fixation de 'ADN ;
elle bloque complétement I'entrée de 'ADN double ou simple brin dans le site actif. La région
o1, doit sortir du site de liaison, ou bien 1’élément clamp doit s'ouvrir davantage pour former
un complexe ouvert (Chakraborty et al., 2012; Murakami, 2013).

o1, contient trois résidus basiques (K10, R15 et K17 chez E. coli) a sa surface en face
de I'extérieur du canal principal de I’ARNP (Murakami, 2013). Ces résidus avec les régions
positivement chargées incluant le 65, B lobe, ' clamp et B 'jaw, forment une voie continue pour
la fixation de I'ADN. La région o peut jouer un role important dans la courbure de I’ADN
pour former les complexes intermédiaires pendant la phase précoce entre le complexe fermé et
le complexe ouvert (Murakami, 2013) . Bien que la présence de résidus basiques de o;; soit
commune dans le groupe 1, la fonction de cette région basique lors de la transcription n'a pas
été étudiée. Cette région basique pourrait contribuer a la formation du complexe ouvert

(Murakami, 2013).

Figure 9. Structure de ’holoenzyme d’E.coli comportant ¢’° (Murakami, 2013)
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B.I1.3.2 Domaine o,

Le domaine o, est composé de huit hélices o (674-254) incluant les quatre hélices turn
hélice (HtH) : HtH1 (75-121), HtH2 (94-137), HtH3 (123-147) et HtH4 (152-203) (Figure 10).
o, contient des régions conservées 1.2, 2.1, 2.2, 2.3 et 2.4 ainsi que le segment non conservé
entre 61, et o,;. Parmi les quatre domaines structurels de 670, o, a les contacts les plus
importants avec le core de I’ARNP par sa structure en U autour de 1’hélice du domaine coiled
coil de B’ (540-585) (Murakami et al., 2002). Tous les résidus des régions conservées et non
conservées du domaine o, exercent de multiples interactions fortes avec I’hélice o de la sous

unité¢ B’ (Vassylyev et al., 2002).

Figure 10. Structure du facteur sigma 70: ¢ |, (violet) 6, (jaune clair) 6 ,, (jaune foncé ) o ,; (orange)
o »4 (rouge) o3, (grenat) 6 3 (vert clair ) 63, (vert) o 4 (bleu clair) o4, (bleu foncé) RNC : région non

conserveée.
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e Larégion 1.2 (61,)

c’est une région conservée parmi les facteurs ¢ primaire et alternatif (Lonetto et al., 1992).
Les acides aminés de 94 a 101 de la région 1.2 interagissent avec la région 2 et avec I’¢élément
B' coiled-coil et en conséquence stabilise la région 2.3 dans une conformation capable d’établir
des interactions fortes avec I’élément -10. Donc la région 1.2 contrdle allostériquement la
reconnaissance de I’élément -10 du promoteur par la région 2.3 de ¢ (Zenkin et al., 2007) au
cours de I’initiation de la transcription et au cours de 1’¢longation.
Additionnellement les résidus 99 a 107 de la région 1.2 établissent des interactions spécifiques
avec les nucléotides de 1’¢élément discriminateur situé juste en aval de 1’élément -10 (position -
7 ou -6 ou - 5, selon la distance entre 1’¢lément -10 et le site d’initiation de la transcription).
Ces interactions stabilisent le complexe ouvert de certains promoteurs (Haugen et al., 2006;
Zhang et al., 2012). Cette région joue un role critique dans la reconnaissance et la fusion du
promoteur (Baldwin and Dombroski, 2001; Brodolin et al., 2005).

La structure de ’ARNP avec de I'ADN contenant la bulle de transcription a montré que
la base -6 du brin non matrice se fixe dans la poche de ¢ |, (Zhang et al., 2012) et que les bases
-4 et -5 établissent aussi des contacts avec ¢ 1, et le résidu Y101 de ¢ ;, semblerait jouer un
role particuliérement important dans les fonctions de ¢ |, au cours de la formation du complexe
ouvert (Bochkareva and Zenkin, 2013; Zhang et al., 2012).

Apres la formation du complexe ouvert, la région 1.2 et le domaine 3 lobe de ’ARNP
cooperent pour la fusion de I’ADN aval et facilitent ainsi la stabilisation des produits abortifs et
leur extension (Bochkareva and Zenkin, 2013).

Les ¢études sur le promoteur rrnB P1 d’E.coli ont mis en €vidence I’implication des résidus
spécifiques de la région 1.2 de ¢”° avec la séquence de ’élément discriminateur (Gourse et al.,
1996) dans la détermination du taux de dissociation du complexe RPo. Cette séquence riche en

GC semble interférer avec la formation du complexe ouvert stable (Tare et al., 2013).
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e Région 2.1 (611)

021 est impliquée dans I’interaction avec le domaine coiled-coil de I’ARNP. Elle est
composée de deux helices a. La plupart des résidus conservés dans cette région sont impliqués
dans des interactions fortes avec I’ARNP (Malhotra et al., 1996).

I1s représentent 23 % des interactions de o, et I’élément-10 (Feklistov et Darst, 2011). ¢ 5 est
nécessaire a 1’ouverture du promoteur et a la formation du complexe RPo (Anthony et le

Citoyen, 2002).

e Région 2.2 (02,)

Le premier contact entre le core de I’ARNP et o, implique la surface polaire de la région
2.2 et le motif coiled-coil de la sous unité ' de ’ARNP. C est une des interactions majeures
entre le facteur sigma et ’ARNP (Campbell et al., 2002; Yang and Lewis, 2010). ¢ 5, est la
région le plus fortement conservée du facteur sigma (Malhotra et al., 1996) . Les résidus
conservés dans cette région interagissent avec le brin non matrice de 'ADN (Murakami et al.,
2002). Chez T. aquaticus ™, le résidu R237 forme une liaison hydrogéne avec la base T.j, de
I’¢lément -10 (Feklistov and Darst, 2011). Plusieurs mutants de cette région ont été isolés sur la
surface exposée de o ,, Ils sont incapables de se lier au core de ’ARNP (Arthur et al., 2000;
Sharp et al., 1999) et empéchent le domaine coiled-coil d’établir la liaison avec I’ADN
(Q406A, E407K chez E. coli) (Young et al., 2001).

e Région 2.3 (023)

La région 2.3 contient des résidus aromatiques universellement conservés. Quatre résidus
aromatiques Y425, Y430, W433 et W434 chez E. coli (F248, Y253 et W256 chez T. aquaticus)
sont idéalement placés pour interagir avec les nucléotides qui sont exposés a la surface de la
partie amont de la bulle de transcription. Ces résidus jouent un rdle important dans la
nucléation de I’ADN et la stabilisation du complexe ouvert (Murakami, 2015). Les mutations
de ces résidus entrainent une augmentation de la température de fusion de I'ADN du promoteur
pendant l'initiation de transcription. Cela confirme que leur rdéle est important dans la
séparation des brins d'ADN (Schroeder et al., 2007). La substitution de 1’acide aminé G424R
dans la région 2.3 conduit également a une diminution de l'efficacité de la pause. Cette
substitution est placée dans une boucle qui peut affecter les changements de conformation de

sigma au cours des interactions avec I’ARNP et I'ADN (Zhilina et al., 2011).
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e Région 2.4 (62.4)

La région 2.4 a une hélice amphipathique contenant des résidus hydrophobes contribuant a
l'interaction directe avec les bases de 1'¢élément -10 du promoteur qui est reconnu
spécifiquement d'abord sous la forme de duplex par 6,4. Ensuite, les bases de cet élément sont
reconnues par la région conservée 2.3 apres I’ouverture du promoteur (Feklistov and Darst,
2011). Le résidu Q437 chez E. Coli (Q260 chez T.aquaticus) est conservé chez les facteurs
sigma du groupe 1 (Campbell et al., 2002; Gruber and Bryant, 1997). Sa substitution par H ou
R permet une transcription efficace des promoteurs mutants ayant C a la place de T a la
position —12 (Kenney et al., 1989; Waldburger et al., 1990).

Q260 et d’autres résidus de 6 ,4 se trouvent sur une longue hélice perpendiculaire a la
trajectoire de I'ADN double brin du promoteur (Murakami et al., 2002). Il semble qu’ils ne
peuvent pas établir d’interactions spécifiques avec I’élément -10 dans le complexe fermé (RPc).
La mod¢élisation structurelle (Feklistov and Darst, 2011) suggere que le contact de Q260 avec
les bases en position -12 de I’élément -10 intervient seulement lorsque I’ouverture des brins du
promoteur est réalisée a la position -11 permettant ainsi le rapprochement de la position -12 de

I’hélice de 6 5 4.

B.11.3.3 Domaine o3
C’est un domaine compact constitu¢ de 3 hélices a (Helmann and Chamberlin, 1988;
Murakami and Darst, 2003; Paget and Helmann, 2003) (Figure 10) . C’est le moins conservé

parmi les membres de la famille de o'’ Par contre, les sigma ECF (¢"F

) ont complétement
perdu le domaine 3 qui a été remplacée par une séquence plus courte qui connecte les régions 2
et 4 (Gruber and Gross, 2003). Ce domaine contient des résidus impliqués dans le contact avec
I’¢lément -10 étendu du promoteur (T.;5s G.14 chez E. coli) (Campbell et al., 2002; Paget and
Helmann, 2003). II se situe au-dessus du site actif de 1'enzyme et interagit principalement avec
la sous-unité B. Il contient les régions 3.0 ,3.1 et 3.2 (Gruber and Gross, 2003; Murakami and

Darst, 2003).

e Région 3.0 (anciennement 2.5)
Elle reconnait le motif TG positionné en amont de 1’élément -10 sur les promoteurs -10 étendus
(Campbell et al., 2002). Les interactions spécifiques se font par I'intermédiaire des résidus
(E458, H455 et E458 chez E. coli) et sont assez fortes pour stabiliser le complexe d’initiation.
Elles rendent les promoteurs indépendants de I’interaction entre la région 4.2 et I’¢lément -35

(Barne et al., 1997; Murakami et al., 2002). L'interaction avec le promoteur se fait aux environs
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des positions -17 a -13 (Bown et al., 1999; Murakami and Darst, 2003).La substitutions de ces
trois résidus entraine une réduction de formation de RPo, Cela confirme leurs importance (Feng
et al.,, 2016). Cette région joue un rdle important dans la sélection des promoteurs de

nombreuses bactéries (kerry AB region 2.5 1997).

e Région 3.1 (031)

Elle est formé d’un motif helix-turn-helix situé au contact de la face hydrophobe de la
région 3.0. Rien ne prouve que cette région de sigma participe a la fixation de I'ADN. Les
substitutions dans cette région affectent la liaison du core de I’ARNP avec I’ADN du
promoteur (Campbell et al., 2002). La région 3.1 interagit avec la partie C-terminal de la sous-

unité B qui comprend les €éléments H et I (Gruber et al., 2001).

e Région 3.2 (032)

C’est une région (résidus 498-526 chez E. coli) qui forme un long domaine de liaison non
structuré reliant les domaines 2 et 4 impliqués dans la reconnaissance du promoteur. Dans les
facteurs sigma primaires, la région 3.2 est fortement conservée et contient plusieurs acides
aminés chargés négativement au niveau de la boucle. Les séquences de cette région diffeérent
significativement dans les sigmas alternatifs, mais les résidus chargés négativement gardent la
méme position (Gruber and Gross, 2003; Pupov et al., 2014), tandis que les facteurs sigma du
groupe 4 ont complétement perdu cette région (Gruber and Gross, 2003).

La région 3.2 forme une boucle en épingle a cheveux qui avance vers le site actif de I'ARNP et
occupe partiellement le canal de sortie de I’ARN. Il a été proposé que la région 3.2 joue un rdle
important dans plusieurs fonctions aprés 1’étape de reconnaissance du promoteur

(Kulbachinskiy and Mustaev, 2006; Murakami et al., 2002; Zhang et al., 2012).

» En particulier, le positionnement de 'ADN au niveau du site actif (Belogurov et al.,
2009; Pupov et al., 2010).

» 1l a été démontré également qu’ elle stimule la fixation (iNTPs) dans le site actif de
I'ARNP (Murakami et al., 2002; Zenkin and Severinov, 2004) et la délétion de 7 résidus
de la boucle ¢ 3, entraine une augmentation de Km pour I’initiation de NTP en 3’-RNA
(Feklistov et al., 2014b; Kulbachinskiy and Mustaev, 2006). Cependant, une autre étude
propose que l'effet de la boucle sur I’initiation de NTP est indirect et est li¢ a la

préorganisation de I’ADN (Zhang et al., 2012). Notamment, ¢ 3, est beaucoup plus
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court dans le sigma alternatif (Campbell et al., 2003), et cela indique un mécanisme
d'initiation simplifié dans ce groupe avec une capacité de fusion réduite.
» Elle participe a l'initiation abortive et a la stabilisation des transcrits courts (Zenkin and
Severinov, 2004).

» Elle facilite la séparation de ’ARNP du promoteur, probablement en rivalisant avec
I’extension de I'ARN dans le canal de sortie de I’ARN (Murakami et al., 2002; Samanta
and Martin, 2013).

Chez les eucaryotes, le facteur de transcription TFIIB assure des fonctions similaires a
celles de la région 3.2 chez les procaryotes. Il joue probablement un rdle dans I’initiation de la
transcription et participe a la séparation de I’ARNP des promoteurs (Kostrewa et al., 2009;
Sainsbury et al., 2013). La région B-reader de TFIIB occupe une position similaire dans le
canal de sortie de I'ARN et contacte le brin matrice de I'ADN. Elle joue un réle dans la
stabilisation du brin matrice et la stabilisation de 1’hybride ARN-ADN dans le centre actif
(Sainsbury et al., 2013). De méme que la région 3.2, la boucle de B-reader bloque le passage de
I'ARN. Il a été proposé qu’elle joue un rdle dans la séparation des produits courts de 'ARN.
Les régions 3.2 et B-reader contiennent des résidus conservés qui sont chargés négativement a

I’extrémité de leur boucle (Sainsbury et al., 2013).

B.I1.3.4 Domaine o4
Le domaine 4, (340-423 chez E. coli), est en forme de C et est composé de quatre hélices,
formant deux motifs HtH : HtHS et HtH6 (Vassylyev et al., 2002) (Figurel0). Il a une poche

concave ayant en surface les résidus hydrophobes de la région 4.1(Murakami and Darst, 2003).

e Région 4.1 (041)

Elle est formée des hélices a; et a, et possede plusieurs résidus hydrophobes qui
interagissent avec B flap. La mutation de certains de ces résidus entraine la perte de liaison avec
le core de ’ARNP, donc cette région joue un role important dans 1’interaction du core de
I’ARNP avec le facteur o (Sharp et al., 1999).

Elle contacte aussi le domaine ' ZBD au niveau de I’extrémité C-terminal de I’hélice a2. Ce
contact pourrait contribuer au positionnement de la région 4 sur le domaine B flap (Geszvain et
al., 2004; Vassylyev et al., 2002) permettant de placer correctement la région 4 par rapport a la
région 2 et par conséquent, permettrait aussi le contact simultané avec les éléments -35 et-10 du

promoteur (Paget and Helmann, 2003).

%



e Région 4.2 (042)

Elle est formée de I’hélice a3 et a4. Elle établit la premiére interaction entre le facteur ¢ et
I’ADN permettant ainsi la reconnaissance spécifique de I'élément -35. Cette interaction génére
une courbure de 30° dans I'ADN qui rapproche la partie amont de 'ADN de I’ARNP (Zuo and
Steitz, 2015). Ceci améliore l'interaction en amont de 1’é¢lément -35 entre le a-CTD de I’ARNP
et I'ADN et améliore aussi I’interaction avec les activateurs de la transcription au cours de

l'initiation (Murakami and Darst, 2003).

B.I11.4 Différents types de promoteurs reconnus par le facteur ¢ (Figurell).
Les promoteurs sont reconnus de fagon spécifique par I’ARNP via le facteur sigma qui
lui est associé. Cette reconnaissance constitue un point de contréle important de la régulation

de la transcription des génes.

Classe -10 -35 :
Les deux ¢léments principaux des promoteurs de cette classe sont -10 et -35. Ce sont des
séquences hexanucléotidiques relativement bien conservées. Leur séquence consensus est
TATAAT (ou Pribnow box) et TTGACA (Feklistov and Darst, 2011). Ces deux ¢éléments sont
localisés respectivement a 10 et a 35 paires de base en amont du site du début de transcription
(Browning and Busby, 2004; Busby and Ebright, 1994). Ils sont séparés par 17 pb ; cet
espacement peut varier de 15 a 19 pb, mais il est généralement bien conservé, ce qui n’est pas
le cas de leur séquence.

La force du promoteur sera déterminée par le degré de conservation des éléments -35 et
-10 par rapport aux séquences consensus. Il a été montré également que les promoteurs dont
I’espacement est de 17 pb sont plus efficaces in vitro et in vivo que les promoteurs qui ont une
longueur inter-hexamerique de 15 ou 19 pb. Cet espacement module I’interaction du facteur
sigma avec le promoteur. Le changement de la longueur de 17 pb a 16 pb entraine une rotation
du domaine o4 de 5 degrés. La variation de longueur est limitée par le nombre de rotations que
le domaine o4 peut effectuer (Zuo and Steitz, 2015). Cette différence d’espacement affecte la
stabilité du complexe ouvert (RPo) (Ayers et al., 1989; Mulligan et al., 1985). L’espacement
optimale entre I’élément -10 et le site d’initiation de la transcription est de 7 pb, Il module

également I’interaction entre E’’ et le promoteur (Walker and Osuna, 2002).
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L’¢lément -10 est le motif du promoteur bactérien le plus fortement conservé et il est
essentiel pour la plupart des promoteurs. Il joue un rdle important dans la nucléation du

promoteur au cours de la formation du complexe RPo.

e C(lasse -10 étendu :

Les promoteurs de cette classe ont un motif 5’-TRGn-3" supplémentaire (ou n représente
une base) immédiatement situé en amont de 1’élément -10. 60% approximativement des genes
des bactéries gram-positifs sont transcrits a partir de la classe des promoteurs -10 étendus
(Bashyam and Tyagi, 1998). Des mutations dans le motif TGn réduisent significativement
l'activité in vivo de ces promoteurs chez Mycobacterium. 1l a été suggéré que la séquence -10
¢tendu facilite la fixation de I’ARNP sur le promoteur en 1’absence de 1’¢élément -35 ou lorsque
la séquence -10 est faiblement conservée ou quand la longueur inter-hexamerique est longue
(Mitchell, J.E.; Zheng, D.;2003).

Bien que -10 étendu reste en double brin au cours de D’initiation de la transcription le
changement de cette séquence affecte principalement le taux d'isomérisation mais il n’affecte
pas la formation du complexe fermé (Feklistov et al., 2014a; Saecker et al., 2011).

La région 3 de ¢’ interagit avec la séquence TG. Cette interaction peut jouer un role dans la
formation du complexe ouvert pendant l'initiation de la transcription et donc moduler la force
du promoteur (Newton-Foot and Gey van Pittius, 2013). Ce type de promoteur est peu présent
chez E. coli (exemple chez E. coli : galP1) (Camacho and Salas, 1999; Voskuil and Chambliss,
2002).

e L’¢élément UP :

Quelques promoteurs peuvent inclure I’élément UP (~ 20pb) situé entre les positions -80 et
-40 en amont de I’élément -35 et -10. Cet élément augmente la transcription en interagissant
avec le domaine C-terminal de la sous-unité a de ’ARNP (aCTD). Il a été proposé que la partie
amont de I’ADN s’enroule autour de ’ARNP lors de l'initiation et induit une courbure de
I’ADN. Cette interaction contribuerait probablement a la fusion et a la stabilisation de la bulle
de transcription (Ross and Gourse, 2005; Zenkin and Severinov, 2004). L’ élément UP permet
¢galement l'initiation de la transcription en l'absence de I'¢lément Lid (Toulokhonov and
Landick, 2006).

L’¢lément UP le mieux caractérisé est celui du promoteur 7#nBP1 riche en adénine (A) et en
thymine(T). La séquence consensus est 59 nnnAAA(A/T)(A/T) T(A/T) TTTTnnAAAAnnn -38

(Estrem et al., 1998). Cet ¢élément a été identifi¢ dans d'autres promoteurs d’ E. coli, dans
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d'autres espéces bactériennes et dans des promoteurs transcrits par des holoenzymes contenant

le facteur sigma alternatif (Ross et al., 2001).

e Klément discriminateur :

C’est une séquence de 6 a 8 bases riche en G+C située entre 1’élément -10 et le site
d’initiation de la transcription dans les promoteurs d’ARNr et d’ARNt. Les bases de cette
séquence ne sont pas fortement conservées chez les promoteurs d’E.coli. Les séquences
contenant une guanine en position -5 ont des interactions plus fortes avec la région 1.2 de ¢”°.
Cette interaction affecte le taux de dissociation de RPo vers RPc qui est un déterminant majeur
de la sensibilit¢ des promoteurs d’ARNr et de la sensibilité d'autres promoteurs régulés
négativement par ppGpp et DksA (Bochkareva and Zenkin, 2013). L’¢élément discriminateur
est nécessaire a la fusion de I'ADN duplex en amont du site d’initiation de la transcription et
joue un role particulierement important au cours de la formation du complexe ouvert (Haugen
et al., 2008) et participe a sa stabilité et sa durée de vie (Ruff et al., 2015).

Pour le promoteur APr dont I’élément discriminateur est constitué de 6 bases dans
lesquelles les bases G/G sont en position -6/-5, la stabilisation est forte (Ks(equilibrium
constante) > 10°) (Kontur et al., 2008). Pour T7A1, dont I’¢lément discriminateur est constitué
de 7 bases dans lesquelles les bases T/A sont en positions -7/-6, la stabilisation est
significativement plus modeste (Ruff et al., 2015). Le complexe RPo de T7A1 a une durée de
vie et une structure analogues a celles de I’intermédiaire 13 du promoteur APr (Ruff et al.,
2015).

Pour le promoteur rrnB P1 dont I’élément discriminateur est constitu¢ de 8 bases dans
lesquelles les bases G/C sont en position -8/-7, le complexe RPo a une durée de vie courte et
une thermodynamique relativement instable. Il est ’analogue de 12 des promoteurs APr et T7A1
(Ruff et al., 2015). La courte durée de vie du complexe est nécessaire a la réponse au
changement de I’environnement nutritionnel qui va servir de signal a la traduction cellulaire
(Paul et al., 2004b).

La substitution de -7C par G a augmenté de 40 fois la durée de vie du RPo (Haugen et al.,
2006; Ruff et al., 2015).

Mais les promoteurs présentant une forte interaction entre le discriminateur et 6;, augmentent
leur activité et perdent leur régulation par ppGpp/DKsA et par la concentration iNTP (Haugen
et al., 20006).
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Figure 11. Différents types de promoteurs bactériens: A Promoteur procaryotique classique -10 -35.
B Promoteur -10 étendu. C Promoteur a élément UP. D Promoteur comportant un élément

discriminateur.




C. Cycle de transcription

La transcription, premicre ¢tape de 1'expression des genes, est un processus hautement
régulé. Le cycle de transcription est divisé en trois étapes principales : initiation, élongation et

terminaison.
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Figure 12. Différentes étapes du cycle de transcription procaryote

C.I) Initiation
C.I.1 Formation du complexe fermé : RPc¢

Le core de ARNP effectue toutes les étapes principales de la transcription sauf
l'initiation spécifique au niveau du promoteur car il nécessite une sous-unité supplémentaire qui
est le facteur sigma pour former 1’holoenzyme. Celle-ci va interagir avec ’ADN du promoteur
et former un complexe fermé instable dont I’ADN est en double brin (Figure 13).
Dans le complexe RPc, les régions 2 et 4 de ¢ reconnaissent respectivement les éléments -10 et
-35 du promoteur. Le domaine aCTDs de I’ARNP permet une interaction non spécifique avec
la partie amont de ’ADN (~ -90) ou spécifique avec I’élément UP des promoteurs tels que APr,
T7A1 ou rruB P1 et des interactions avec les activateurs qui se fixent en amont de 1’élément -

35.Ces interactions induisent une courbure de I’ADN de 36° entre les positions -48 et -38




(davis C A 2005), qui permet également une interaction optimale entre ADN, aCTDs et les
activateurs.

L’interaction entre I’ADN et aCTD induit également le contact avec la région 4 de o'".
Les mutations des résidus dans I’interface entre la région 4-aCTD réduisent la transcription de
certains promoteurs, mais n’agissent pas sur la totalité des promoteurs contenant 1’élément UP
(Rhodius et al., 2013; Ring et al., 1996; Saecker et al., 2011).

Dans le complexe fermé, 1’holoenzyme protége le promoteur de la position -54 a -5 de
I’action de la DNase I et du clivage par les radicaux hydroxyl (Rogozina et al., 2009; Sclavi et
al., 2005). Mais I’ADN aval (-5 a +20) se trouvant a I’extérieur du canal principal de I’ARNP
n’est pas protégé de I’action de la DNase I car les ¢léments mobiles de I’ARNP au niveau du
canal principal bloquent 1’acces a I’ADN (Saecker et al., 2011).

Pour les promoteurs a motif -10 étendu, les résidus (H455; E458 et R451 chez E. coli) de la
région 3.0 de ¢ reconnaissent le motif -16 TG en amont de I’¢lément -10 (Bae et al., 2015).

Dans le complexe fermé, la région 1.1 de o est située dans la partie avale du canal primaire
(Bae et al., 2013) et la région 3.2 forme une boucle qui pénétre dans le canal principal et

occupe partiellement le canal de sortie de I’ARN (Figure 13).

Figure 13. Représentation schématique du complexe fermé




C.1.2 Etapes intermédiaires entre RPc et RPo

La formation du complexe fermé RPc initie une série de changements conformationnels
au niveau de I’ARNP et de I’ADN. Cette série de changements est appelée "isomérisation".
Selon les types de promoteurs, plusieurs complexes intermédiaires peuvent étre formés de
facon séquentielle avant la formation du RPo. Les interactions entre I’ADN et I’ARNP, faibles
dans RPc, deviennent plus fortes dans le complexe intermédiaire. L'analyse chimique a montré
que la reconnaissance de 1’¢lément -10 et l'ouverture de I’ADN sont deux phénomeéne couplés
(Feklistov et al., 2014a). Au cours de I’isomérisation, les contacts entre o, et I’élément -10 dans
le complexe fermé sont remplacés par des interactions entre les résidus aromatiques conservés
de o, et les bases du brin non matrice de la position -11 a la position -7. Ces interactions sont
maintenues apres l'ouverture de ’ADN a 1'exception de la base -12 qui reste en double brin.
(Darst et al., 2014; Zuo and Steitz, 2015).

Beaucoup d'études suggerent que la formation de la bulle de transcription commence a
la position A-11 et se propage ensuite en aval vers le site du début de transcription (+1) ; (Chen
et al., 2010; Hook-Barnard and Hinton, 2007; Lim et al., 2001). Tous les résidus aromatiques
conservés du domaine 2 sont importants pour le début de I'ouverture de la bulle de
transcription (F419, Y430, W433, W434 chez E. coli). Ces résidus forment une cavité
d’insertion de la base A-11 et stabilisent la jonction entre ’ADN double brin et I’ADN simple
brin formé par la rotation de la base A-11 (Feklistov and Darst, 2011). L’interaction de
I’élément -10 avec o, induit une courbure de 1’ADN. Cette courbure induit I’insertion de
I’ADN aval dans le canal principal et entraine de profonds remaniements conformationnels,
notamment au niveau des éléments switch, conduisant a I’ouverture du clamp et a la sortie de la
région 1.1 du canal principal (Feklistov et al., 2014a).

La région o3 interagit avec les bases TG de 1’¢lément -10 étendu. Cette interaction joue
un role important dans les étapes qui suivent la liaison de I’holoenzyme avec le promoteur
(Feklistov et al., 2014a).

Des études de cinétique et de footprint ont été utilisées pour déterminer les changements
conformationnels et la nature des complexes intermédiaires des promoteurs APR et lacUVS5 qui
accomplissent trois étapes conduisant a la formation du complexe ouvert. Ces intermédiaires
sont instables et ont une durée de vie de Ims a 1s (Saecker et al., 2011).

lacUV5 : R + P <> RPc «» RPI <-RPo
APR:R +Pe 11 & 12 < RPo
Les structures intermédiaires de ces deux voies sont significativement différentes : pour

le promoteur lac UVS, le RPc est fermé et stable tandis que pour le promoteur APR, le
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complexe I1 est fermé, mais avec une protection de I’ADN jusqu'a la position +20. Au cours de
I’isomérisation, I1 se convertit en un complexe intermédiaire 12 qui est ouvert et instable et
forme rapidement un RPo plus stable.

La formation de RPc ou d’I1 se fait de fagon rapide alors que la conversion vers 12 se fait de
facon lente. On peut classer ces différentes étapes en deux phases : une phase rapide
correspondant a la formation des contacts entre ’ARNP et I’ADN pour les premiers
intermédiaires et une phase lente correspondant a la formation d’un complexe ouvert stable
RPo. L’étape I1 vers 12 est réversible et constitue un site de régulation potentiel de la

transcription (Saecker et al., 2011).

Figure 14. Représentation schématique du complexe intermédiaire et positionnement de I’ADN au

niveau du canal principal




C.1.3 Formation du complexe ouvert

La derniere étape de 1’isomérisation est la formation du complexe ouvert avec un grand
changement de conformation de I’ARNP et de ’ADN du promoteur. L’ holoenzyme contacte
I'ADN double brin et le déroule de -11 a +3 sans utiliser d énergie externe. Ces contacts avec
les bases de -36 a -30 et de -17 & +9 sont observés lors du clivage par les radicaux hydroxyls du
complexe RPo, mais on n’observe pas d’interactions entre les positions -29 et -18 (Bae et al.,
2015) Dans la structure du RPo du 7. aquaticus , en plus des interaction de ¢ 4 et 1’élément -35,
on trouve également des interactions entre le domaine B’Zipper, 63 et 62 et les bases de la
position -17 a -12 (Saecker et al., 2011).

Les résidus conservés dans le domaine B’ Zipper Y34 et R35 établissent des

interactions polaires avec le phosphate de la base -17 du brin codant de I’ADN et contribuent a
la stabilité¢ du RPo (Barne et al., 1997; Yuzenkova et al., 2011).
De nombreuses interactions de ¢ 3 et 6, se produisent avec 'ADN duplex juste en amont de la
bulle de transcription au niveau de la position -17 a -12. Les résidus H 278 et H 274 (H455 et
R451 chez E.coli) interagissent respectivement avec les phosphates des bases -17 et -16. La
substitution de ces résidus entraine des défauts dans la liaison avec le promoteur (Barne et al.,
1997; Fenton et al., 2000; Singh et al., 2011).

La reconnaissance spécifique de 'ADN duplex de 1’élément -10 étendu (T.;5G.14) est
effectuée par les résidus conservés E281et R264 chez T. aquaticus (E458 et R441 et chez
E.coli). Ces interactions polaires avec les bases TG (Barne et al., 1997) stabilisent le RPo et
remplacent I’interaction de ¢ 4 et de 1’ ¢lément -35 (Keilty and Rosenberg, 1987).

La base T-12 du brin non matrice interagit avec les résidus W 256 et W 257 chez T. aquaticus
(W433 et W434 chez E.coli) pour maintenir la jonction et la stabilisation de I’ADN double brin
et de ’ADN simple brin (position -12 et -11) en amont de la bulle de transcription. Les
substitutions de ces deux résidus diminuent de 2 ou 3 fois le taux d'isomérisation a 37°C , alors
qu’a une température de 25°C, l'effet de la substitution W433A est plus important, aboutissant
a une réduction de sept fois le taux d'isomérisation (Feng et al., 2016; Tomsic et al., 2001).

Le résidu W256 joue un rdle critique dans la formation et la stabilité de complexe RPo.

La séparation des brins d’ADN commence quand W256 interagit avec A-11 de I’élément -10.
Ce phénomene induit la rotation de la base et son ancrage dans une poche hydrophobe de o 2.
Cette poche est composée des résidus Y253, R246, F242 et F248 chez T. aquaticus qui
interagissent avec A-11. En I’absence d’ADN, la chaine située a coté de R246 est libre. Elle a
une configuration ouverte, permettant a la base A-11 de se glisser dans la poche. Cette chaine

est stabilisée par E243 et par le phosphate de la base de T-12 quand A-11 est dans la poche.
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La base A-11 est tres fortement conservée dans 1’élément -10 car sa poche a une forme qui est
adaptée seulement a la base A, et non aux autres bases car une mutation a la position -11 aurait
un effet important sur la fusion de ' ADN (Feklistov and Darst, 2011).

Les résidus de 6,3 contactent le brin codant de I'ADN du promoteur. Ce contact est suivi par le
déroulement de I'ADN et induit une courbure de 90° de I’ADN entre la position -10 et -9
(Feklistov and Darst, 2011).

Chez T. aquaticus le résidu conservé T252 (T429 chez E. coli) interagit avec le
phosphate de la base -9 et joue un rdle critique dans la fusion de I'ADN et T255 interagit avec
la base -8. Ces résidus causent la rotation de la base T-7 et son ancrage dans la poche
hydrophile qui est composée des résidus de la région 1.2, 2.1 et 2.3. Cet ensemble d’
interactions et la reconnaissance de I’¢lément discriminateur pourraient étre un «check-point»
au cours de la propagation de la fusion de ’ADN vers le site d’initiation de la transcription
(Feklistov and Darst, 2011).

Le changement de conformation du core induit le repliement et I’assemblage de 100
résidus du domaine mobile B’ (clamp) et B jaw pour former le domaine clamp/jaw qui va
interagir avec la partie avale de I’ADN (~15 bp) (Zuo and Steitz, 2015). Cette interaction
stabilise le RPo (Murakami and Darst, 2003). L’élément switch 2 contacte le brin matrice en
position -2 et-3 permettant ainsi son positionnement dans le site actif de I’ARNP. Les
interactions avec trigger loop de la position +1 a +3 et lobe vont favoriser la poursuite de la
séparation de I’ADN aval et la formation de la bulle de transcription qui s’étend sur environ 14
pb. La délétion dans la sous-unité lobe ou les mutations dans [’ switch 2 bloquent la

propagation de la fusion vers le site d’initiation de la transcription.
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Figure 15. Représentation schématique du positionnement de I’ADN amont et de I’ADN aval lors de

la formation du complexe ouvert.

C.ID) Initiation abortive

Le cycle abortif est marqué par la sortie prématurée des produits courts de I'ARN au
cours de I’initiation de la transcription. C’est une caractéristique commune a tous les ARNPs
(Carpousis and Gralla, 1980; Martin et al., 1988) et probablement un point de la régulation
cellulaire pour quelques promoteurs (Jin and Turnbough, 1994). Le positionnement du brin
matrice dans le site actif et I’arrivée des NTPs par le canal secondaire induisent la formation de
la premiére liaison phosphodiester entre deux NTPs complémentaires du brin matrice au niveau
des sites i et i+/ du site actif. L’ARNP synthétise des fragments d’ARN et quand le transcrit
est de 4 ou 5 nt, il peut étre maintenu dans le canal de I’ARNP. Lorsque les transcrits atteignent
une longueur de 9 nt, ils sont relachés par le canal secondaire. Cela est di a la position de 63,
qui bloque le canal de sortie de I’ARN. Les interactions avec le transcrit sont déstabilisées et
conduisent au relachement du brin d’ARN. Afin de continuer sa synthese, le brin d’ARN devra
déplacer la boucle 63, (Samanta and Martin, 2013; Vassylyev et al., 2002). La substitution de
deux résidus conservés de 6 3, (P504 et S506 chez E. coli) a entrainé une réduction du ratio
des transcrits abortifs courts (4-8 nt) par rapport aux transcrits longs (Sen et al., 1998). La
délétion de sept résidus au bout de la boucle se traduit par une diminution relative des transcrits
courts <10 nucléotides. La délétion compléete de la région 3.2 a mené a I'élimination presque

compléte des transcrits abortifs intermédiaires (Murakami et al., 2002).




Quand le transcrit atteint 16 nucléotides, il induit une rupture de I’interaction entre o4
et le domaine B flap. La liaison entre o4 et I’élément -35 du promoteur est alors déstabilisée.
Cela engage le processus de séparation de I’ARNP du promoteur et entraine le passage de la
phase d’initiation a la phase d’élongation. Pendant I’initiation abortive, I’ARNP recommence
plusieurs fois le cycle d’initiation sur le promoteur sans se détacher du brin matrice (Feklistov
etal., 2014b).

Au cours de l'initiation de la transcription, I’ARNP reste associé¢e a I'ADN amont du
promoteur tandis que la partie avale s’ouvre et pénétre dans I’ARNP. Ce déplacement lors de la
synthése de 1'ARN induit le «kDNA scrunching» qui va générer du stress a I’intérieur de
I’enzyme. Il a été suggéré que ce processus soit I'élément moteur de l'initiation abortive et de la
séparation de I’ARNP du promoteur lors de la synthése productive de 'ARN (Kapanidis et al.,
2006; Revyakin et al., 2006). Ce processus reste inexpliqué.

Le nombre et la longueur des produits abortifs produits dépendent de la s€équence du promoteur
et des conditions, mais "les regles" précises dirigeant ce processus restent inconnues.
Cependant, des ARN abortifs ont été détectés in vivo (Goldman et al., 2009). Cette découverte
accroit la possibilit¢é que les produits courts (2-4mers) se lient au RPo, puis amorcent
I’initiation in vivo et changent I'expression des génes selon leur concentration (Goldman et al.,

2009).

C.III) Elongation

Apres les nombreux cycles d’initiation abortive, o3, est finalement déplacé par le
transcrit de I'ARN en extension. L’interaction entre le domaine 4 et le B flap est déstabilisée
(Kulbachinskiy and Mustaev, 2006); cela induit la séparation de ces deux domaines, et par
conséquent la liaison entre 64 et 1’élément -35 du promoteur est déstabilisée. C’est la premicre
¢tape de la dissociation du facteur sigma de ’ARNP. Ceci permet a ’ARNP de se séparer du
promoteur et d’entrer en phase d’élongation. Mais au cours de début de I’¢élongation le facteur
sigma peut étre retenu par le core de I’ARNP a la suite des interactions entre o, et les hélices de
B’ clamp. Des douzaines de bases restent rattachées en aval du site de début de transcription
(Brodolin et al., 2004; Kapanidis et al., 2005; Mukhopadhyay et al., 2001). Le facteur sigma
peut reconnaitre des séquences semblables aux ¢léments -10 et -35, cette reconnaissance induit
une pause transcriptionnelle (Perdue and Roberts, 2011). Les résultats des essais de Chromatin
immunoprécipitation (ChiP) montrent une dissociation stochastique du facteur sigma au cours

de I’¢longation in vivo (Mooney et al., 2009; Raffaelle et al., 2005; Reppas et al., 2006).
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La vitesse d’élongation de la transcription par ’ARNP d’E.coli n’est pas uniforme et la
synthése de 'ARN est caractérisée par des pauses, dont certaines peuvent étre bréves et
résolues spontanément, tandis que d'autres peuvent induire un retour en arriere du TEC qui peut
étre restauré par les facteurs GreA/B. La vitesse d’¢longation et la pause sont déterminées par
la séquence du brin a transcrire et par la structure de I’ARN (stem-loops) (Washburn and
Gottesman, 2015). Un certain nombre de promoteurs d'E. coli présentent des pauses o -
dépendantes, mais leur signification physiologique est toujours peu claire (Nickels et al., 2004;
Perdue and Roberts, 2011).

Le complexe d'¢longation (TEC) est caractérisé par une haute stabilité. Pour assurer la
processivité de I’ARNP, il doit rester attaché a I'ADN et a I’ARN au cours de 1’¢longation dont
la vitesse de transcription est comprise entre 10 et 35 nt/s in vitro et entre 50 et 100 nt/s in vivo
(Pupov et al., 2014; Uptain et al., 1997).

Le taux d’¢longation et la pause impliquent au moins deux composants du centre
catalytique de ’ARNP qui sont bridge helix (BH) et trigger loop (TL). L'élongation se fait en
deux étapes. D'abord, le TL se plie en réponse a I’arrivée de NTP, une réaction nucléophile se
produit entre le groupement 3’-OH du brin d’ARN et le a-phosphate du NTP entrant, formant
une liaison phosphodiester. Celle-ci est suivie de la sortie du pyrophosphate. Une fois la liaison
phosphodiester formée, il y a translocation du TEC d’une paire de base le long de I’ADN afin
de positionner la nouvelle extremit¢ 3°’-OH du brin d’ARN en position i et permettre
I’insertion d’un nouveau NTP au site i+/. Cette translocation se ferait par 1’intermédiaire d’un
changement de conformation du domaine bridge helix (droite <> coudée) qui dirigerait
I’extrémité 3°-OH du transcrit vers le site i et par un changement de conformation de trigger
loop a trigger helix qui favoriserait I’ouverture des pinces aval de ’ARNP (Vassylyev et al.,
2007).

Les structures du TEC, lors des différentes étapes de la translocation et de la catalyse,
(Vassylyev et al., 2007; Wang et al., 2006) ont révélé des orientations multiples de 3’-ARN
avec un changement local des régions entourant I'hybride de 'ADN/ARN et I’ADN aval double
brin. Ces régions incluent les éléments switch, fork loop, trigger loop, lid, rudder et le domaine
B’ clamp qui ferme le canal du site actif autour des acides nuclé¢iques (Masahiko Imashimizu et
al., 2014). Le domaine B’ clamp interagit directement avec I'ADN aval et avec I'hybride
d'ADN/ARN a l'intérieur du canal principal (Vassylyev et al., 2007). Ces interactions avec
I'ADN peuvent favoriser un état plus fermé. Les mutations dans plusieurs éléments ° clamp
qui interagissent avec 1’hybride ADN/ARN et I'ADN aval affectent la stabilit¢ du complexe
d’¢longation (Vassylyev, 2009).
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Les domaines jaw et lobe accueillent 13 bps de I’ADN aval et 9 pb de I’hybride ADN/ARN
dans le canal principal proche du site actif. Le transcrit de 'ARN en extension se séparent de
I'ADN continu dans le canal de sortie de ’ARN. L'acces au site actif par le canal principal étant
bloqué, il est probable que le canal secondaire largement ouvert soit le point d'entrée du
substrat majeur (Vassylyev, 2009).

La vitesse de translocation et la direction du complexe d’¢longation sont aussi
influencées par les facteurs de transcription NusG et NusA qui suppriment ou augmentent
respectivement la pause. UvrD peut pousser TEC en arriere et Mfd peut le pousser en avant
dans le cadre du processus de réparation couplé a la transcription. Les protéines GreA/B
peuvent supprimer le retour en arriere du TEC en enlevant ’ARN extrudé¢ et en reconstituant le
3’-ARN dans le centre actif du TEC. Le retour en arriere du TEC est supprimé quand celui-ci

est associé a la traduction de I’ARN (Masahiko Imashimizu et al., 2014; Proshkin et al., 2010).

C.IV) Terminaison
La terminaison de la transcription est régulée par deux signaux, soit par un signal de
terminaison intrinséque qui conduit a la formation d’'un ARN en épingle a cheveux, soit par

I’intervention de protéines régulatrices de terminaison telles que le facteur Rho.

C.IV.1 Terminaison intrinséque

La terminaison intrinséque se produit quand le TEC arrive au niveau d’une séquence
palindromique riche en GC suivie d’une répétition des résidus A. Cela conduit a la formation
d'une structure en forme d’épingle a cheveux dans la chaine d'ARN naissante. La formation de
cette boucle induit I’arrét de la synthése de I’ARN et dissocie le TEC au 7°™ et 8™ U, car
I'hybride rU/dA est peu stable. La terminaison intrinséque dépend de la coordination entre la
formation compléte de la boucle et la terminaison de la transcription par I’ARNP. La taille de la
boucle, sa séquence et sa longueur affectent I'efficacit¢ de la terminaison (Washburn and
Gottesman, 2015) (Figure 16).

Les domaines Bridge helix et trigger loop de la sous-unité¢ ’ jouent un rdle dans la
terminaison intrinseéque. Ces domaines qui bordent le site actif, ont un rdle dans la catalyse et la
translocation. Des mutations dans ces deux domaines affectent la fidélit¢ de I’ARNP et la
translocation ainsi que la terminaison intrinséque. La mutation F773V dans le domaine Bridge
helix supprime la terminaison intrinseéque du B’tR2 (Nedialkov et al., 2013). Les domaines 3

flap , B' zipper et zinc finger qui forment les domaines flexibles du canal secondaire, pourraient
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jouer un rdle dans I’ étape d’initiation de la formation de la boucle et sa stabilisation au cours

de la terminaison (Epshtein et al., 2007; Vassylyev, 2009; Washburn and Gottesman, 2015).
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Figure 16. Mod¢le de terminaison intrinséque (Washburn and Gottesman, 2015)

C.1V.2 Terminaison dépendante du facteur Rho

Le facteur de terminaison de la transcription Rho est une protéine essentielle chez F.
coli Environ 20% des séquences de terminaison identifiées chez E. coli sont dépendantes du
facteur Rho (Peters et al., 2009). Rho est fortement conservé et presque omniprésent dans les
bactéries (Opperman and Richardson, 1994). Rho qui a des activités ATPase et helicase, est
une protéine hexamérique en forme d’anneau ouvert (Figure 17) (Skordalakes and Berger,
2003).
Le facteur Rho se lie avec une haute affinité a I’ARN au niveau du site riche en C et pauvre en
G. Il est appelé¢ site d’utilisation de Rho (7ut). Cette liaison stimule I’hydrolyse de I’ATP qui va
fournir I’énergie nécessaire a la translocation dans le sens 5’—3’du facteur Rho, le long de
I’ARN, jusqu’a ce qu’il rencontre I’ARNP sur un site de pause. Au niveau de ce site, le facteur
Rho, par son activité¢ hélicase, déroule I’hybride ADN/ARN et libére 'ARN du complexe
d’¢élongation. La terminaison Rho-dépendante nécessite in vivo d'autres co-facteurs qui
affectent le taux ¢élongation et spécifient les sites de terminaison de la transcription. Parmi eux,

on trouve NusA, NusG, ppGpp et DksA.
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Figurel7. Représentation du mouvement du facteur Rho: (PBS) primary binding site

(SBS) secondary binding site (Washburn and Gottesman, 2015).

C.V) Role du couple Dksa/ppGpp dans la régulation de la transcription

En dehors des facteurs sigma qui interagissent avec I’ARNP et sont indispensables a
l'initiation de la transcription, d'autres protéines interviennent et affectent les différentes étapes
du cycle de transcription. Parmi ces protéines, NusA/NusG interagissent avec 1I’ARNP,
participent a la terminaison et augmentent le taux d’élongation. Les facteurs GreA et GreB qui
sont des facteurs d'¢longation, interagissent directement avec I’ARNP et favorisent la
processivité de la transcription. Parmi les facteurs qui s’associent avec I’ARNP se trouvent

aussi DksA et ppGpp.

C.V.1 DksA

DksA est un facteur de transcription de 17 kDa. DksA et GreA/B appartiennent a une

famille de protéines coiled-coil qui se fixent dans le canal secondaire de ’ARNP. Malgré ses
ressemblances structurelles avec GreA/B, DksA ne peut pas induire le clivage de I'ARN au
cours du retour en arriere (backtracking) de I’ARNP (Washburn and Gottesman, 2015).
La différence entre DksA et GreA/B réside au niveau de quelques résidus, a I’extrémité de la
boucle coiled-coil, qui contactent le site actif de ’ARNP (Lee et al., 2012). L’analyse microray
indique que plusieurs genes sont régulés de la méme fagon par DksA et GreA. Mais DksA et
GreA ont un rdle inverse.

DksA contrdle la transcription des genes associés aux réponses a divers stress : manque
d’acides aminés, de carbone et de fer ou stress oxydatif. Des études mutationnelles in vivo
montrent que DksA est impliqué dans la protection des cellules contre les UV et autres
altérations de I’ADN qui inhibent 1’élongation de la transcription (Trautinger et al., 2005).
DksA empéche I’arrét de la réplication dans les cellules carencées en acides aminés (Tehranchi

et al., 2010) car il est impliqué dans la prévention des conflits entre la réplication et la
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transcription. Il a été suggéré que DksA empéche les clashes entre le TEC et le réplisome
probablement en déstabilisant le complexe d'élongation (Brennan et al., 1987; Lowery-
Goldhammer and Richardson, 1974) ou en inhibant le retour en arricre de I’ARNP. Une autre
interprétation suggere que DksA enleve le TEC en avant du réplisome (Washburn and
Gottesman, 2015).

Mais d’autres données in vitro (Roghanian et al., 2015) suggerent que l'on ne peut pas
directement expliquer la capacité¢ de DksA a empécher l'interférence entre 1’élongation et la
réplication, soit par la prévention du retour en arriere de I’ARNP, soit par la suppression de la
pause de transcription, soit par la déstabilisation du complexe d'élongation. La principale
découverte de cette étude montre que DksA/ppGpp augmentent la fidélit¢ de la syntheése de
I’ARN en ralentissant I’incorporation de nucléotides erronés par I’ARNP. DksA agit aux
alentours du centre actif et probablement en collaboration avec Trigger Loop (Lee et al., 2012)
qui est le déterminant majeur de la sélection des NTPs (Yuzenkova et al., 2010). Des études
mutationnelles soit par substitution des résidus au niveau de la zone d’interaction de Trigger
Loop, soit par délétion de la boucle de Trigger, ont montré que ces résidus sont nécessaires a la

fonction de DksA (Lee et al., 2012).

C.V.2 ppGpp

Les nucléotides guanosine, tétraphosphate et guanosine pentaphosphate (ppGpp et
pppGpp ou (p)ppGpp)) sont des dérivés de GTP et GDP ; ils ont été identifiés initialement chez
E. coli dans les cellules répondant a un signal de stress nutritif (carence en acides aminés
)(Cashel, 1969; Potrykus and Cashel, 2008). Les geénes responsables de la synthése et de la
dégradation de ppGpp sont les genes rsh ; ils ont été identifiés dans presque tous les génomes
bactériens et dans les chloroplastes (Atkinson et al., 2011). Ces génes encodent les protéines
RSH (RelA et SpoT chez E.coli). Celles-ci possedent des activités synthase et hydrolase. La
protéine RelA ne possede que I’activité synthase ; elle est responsable de la synthése de ppGpp.
Lorsqu’il y a carence en acides aminés, RelA se fixe au ribosome programmé avec tRNA qui
est non-chargé en acides aminés et est attaché au site ribosomal A. Ce dernier arréte la synthése
protéique et induit la syntheése de ppGpp.

La protéine SpoT a une faible activité synthase et une forte activité hydrolase qui
permettent I’hydrolyse de ppGpp générant du GTP ou du GDP et du pyrophosphate. L’activité
synthase entraine I’augmentation du taux de ppGpp ; ceci provoque une réponse stringente qui
inhibe rapidement la syntheése des protéines, via ’inhibition de la synthése de I’ARNTr et de

I’ARNt et par conséquent inhibe la croissance des bactéries. La concentration en ppGpp est
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donc inversement proportionnelle a la croissance cellulaire et au nombre de ribosomes par
cellule (Potrykus and Cashel, 2008; Srivatsan and Wang, 2008). Il est admis que le déterminant
de la croissance cellulaire serait ppGpp plutot que la concentration en NTPs. ppGpp a plusieurs
actions sur les cellules. Ses effets sont complexes et varient selon les organismes. La fixation
de ppGpp a I’ARNP d’E. coli in vivo et in vitro inhibe la transcription de nombreux promoteurs
requis pour la synthése du ribosome (Haugen et al., 2008). Elle augmente la dissociation du
complexe ouvert et inhibe l'initiation de la transcription des complexes qui ont une durée de vie
limitée.

De nombreuses études du génome indiquent que ppGpp regle les niveaux de
transcription de plusieurs centaines de geénes impliqués dans la biosynthése macromoléculaire
(Durfee et al., 2008; Traxler et al., 2008). Il affecte les activités de 'ADN primase, de la lysine
decarboxylase, de IF2 et de guanylate kinase. Il régle des processus aussi divers que la
réplication de I'ADN, la traduction et le métabolisme central (Denapoli et al., 2013; Kanjee et
al., 2012; Kriel et al., 2012; Milon et al., 2006; Rymer et al., 2012; Srivatsan and Wang, 2008).
I1 est impliqué dans la virulence de beaucoup de pathogenes (Dalebroux et al., 2010).
ppGpp se fixe a l'interface des sous-unités o et B ' de ’ARNP d'E. coli (Zuo et al., 2013). Ce
site de liaison se situe a 25 A du site actif de I'ARNP et du fait de son éloignement, son effet est
allostérique sur l'initiation de la transcription (Ross et al., 2013).

Le site de liaison identifié chez T. thermophilus (Artsimovitch et al., 2004) est différent
de celui d’E.coli. Cette différence pourrait s’expliquer par la divergence de leur séquence dans
la partie N terminal de la sous-unité o et de la sous unité ' (Ross et al., 2013)

Chez E.coli, I’effet du ppGpp sur la transcription des promoteurs ribosomiques est amplifi¢ par
DksA. L’effet in vitro n’a pas la méme efficacité qu’in vivo. Cela est dii a la dépendance de
ppGpp a DksA in vivo dans le cas de la transcription des promoteurs ribosomiques et de la

synthése des acides aminés (Paul et al., 2005, 2004a).

C.V.3 Effet synergique de Dksa et de ppGpp
Les mécanismes des effets synergiques de ppGpp et DksA ne sont pas bien définis. Il
est suggéré que ppGpp et DksA augmentent allostériquement I'affinité de chacun a I’ARNP, en
augmentant leurs effets respectifs sur l'expression des génes (Blankschien et al., 2009;
Magnusson et al., 2003). La localisation des sites de fixation de DksA et de ppGpp dans
I’ARNP (Lennon et al., 2012; Mechold et al., 2013; Ross et al., 2013; Zuo et al., 2013) exclut la
possibilité de leur interaction directe . ppGpp et DksA se fixent sur des sites ¢loignés 1’un de

I’autre dans I’ARNP (Perederina et al., 2004; Zuo et al., 2013). Ils réduisent la stabilité¢ des
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complexes du promoteur, menant ainsi a la répression ou a l'activation de la transcription selon
les propriétés de promoteur ciblé (Paul et al., 2005, 2004a).

ppGpp et DksA peuvent réguler I’initiation de la transcription en agissant sur 1’équilibre
qui mene a la formation du complexe ouvert. Les deux modulateurs agissent différemment :
ppGpp diminue 1'affinité de I’ARNP au promoteur en réduisant la mobilité des sous-unités B’ et
B. Cela limite I’entrée de I’ADN dans le site actif et géne 1’isomérisation qui méne a la
formation du complexe ouvert. DksA se fixe au niveau du canal secondaire et empéche le
positionnement du nucléotide dans le site actif. Ceci a pour effet de diminuer la stabilité du
complexe ouvert des promoteurs qui ont un complexe ouvert instable tel le promoteur d’ARNr
(Doniselli et al., 2015).
ppGpp et DksA affectent la syntheése de I’ ARNr par Ec”’ et rend le core de I’ARNP disponible
pour fixer des facteurs sigma alternatifs. Ce contréle conduit a une réduction d'affinité de ¢”°
pour le core. Cette réduction imite l'effet d'accumulation de ppGpp sur l'activation de la
transcription in vivo de ¢° et 6>* (Bernardo et al., 2006; Jishage et al., 2002). ppGpp et DksA
régulent les sigma alternatifs directement (Costanzo et al., 2008) et différemment
(Gopalkrishnan et al., 2014). Dans les situations de privation de phosphate et d'acides aminés,
la transcription de o° et " est dépendante de ppGpp , DksA est nécessaire pour 6> dans les
mémes conditions, mais il n’est pas indispensable a la réponse de " en cas de carence en

phosphate (Doniselli et al., 2015; Furman et al., 2015; Gopalkrishnan et al., 2014).
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D. Inhibiteurs de ’ARN polymérase

Les études structurales par cristallographie des complexes ARNP et de plusieurs
inhibiteurs ont permis de visualiser leur site de fixation et de déterminer leur mode d’action.
Les inhibiteurs de transcription (Figure 18) sont des outils importants qui permettent d’étudier
le mécanisme moléculaire de transcription. La plupart des inhibiteurs connus visent les
fonctions du site actif de I’ARNP. En milieu hospitalier, deux antibiotiques la rifampicine et ses

dérivés et la fidaxomicine cible I’ARNP.
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Figure 18. Les inhibiteurs des différentes étapes du cycle de transcription de I’ARN polymérase :
Lpm — lipiarmycine, Myx — myxopyronine,Cor — corallopyronine, Rip — ripostatine, Rif — rifampicine,

Sor — sorangicine, Stl — streptolydigine, MccJ25 — microcline J25 (Brodolin, 2013).




D.I) Antibiotiques ciblant ’extension de I’ARN (Figure 19)
D.I.1 Ansamycines (rifamycines)

Les ansamycines constituent une large famille d’antibiotiques produits par les
actinomycetes. Ils se caractérisent structurellement par un noyau aromatique naphtoquinone et
une chaine aliphatique fixée en position 2 et 12 sur ce noyau. Les résidus aromatiques
constituent les principales différences entre les différentes variétés d'ansamycines : il peut s'agir
de cycles naphtaléne ou naphtaquinone comme dans la rifamycine ou la naphtomycine.
D'autres variétés comprennent un cycle benzeéne ou benzoquinone comme la geldanamycine et
de I’ansamitocine (Figure 19).

Les rifamycines ont été isolées en 1959 par Sensi (Sensi et al., 1959) a partir de la

souche de Amycolatopsis mediteraranei (anciennement appelée Streptomyceces mediterranei
ou Nocardia mediterranei) (Leitich et al., 1964; Oppolzer et al., 1964).
Les positions 3 et 4 du noyau ont été largement modifiées pour obtenir des antibiotiques
commerciaux semi-synthétiques (Bryskier, 1999). Plusieurs analogues de la rifampicine sont
disponibles en usage thérapeutique pour traiter la tuberculose comme la rifapentine et la
rifabutine (Nahid et al., 2006). La rifamixine est utilisée pour traiter les infections gastro-
intestinales (Huang and DuPont, 2005) et rifalazil pour traiter les infections dues aux
chlamydias (Rothstein et al., 2007, 2003).

La rifampicine a été introduite en thérapie en 1968, elle reste le médicament utilisé¢ en
premicre ligne contre la tuberculose et fait partie de la liste des médicaments essentiels de
I'Organisation Mondiale de la Santé. La rifampicine posséde une forte activité inhibitrice contre
de nombreuses bactéries de type Gram positif (CMI < 0.1pg/ml) et une faible activité contre
certaines bactéries de type Gram négatif. Elle a une activité sur les biofilms de Staphylococcies
epidermis (Villain-Guillot et al., 2007a). Mais la rifampicine générant des mutants résistants
avec une fréquence de mutations spontanées de 107 & 10 (Sonenshein et al., 1974), son
utilisation est associée a 1I’emploi d’autres antibiotiques. En association avec la dapsone,
'acedapsone et la clofazimine, elle est ¢galement employée dans la polychimiothérapie de la
lépre.

La résolution structurelle du complexe du core de I’ARNP et de la rifampicine, ainsi
que les études biochimiques et génétiques, ont permis de déterminer le site de fixation de la
rifampicine ainsi que le mécanisme d'inhibition de ’ARNP procaryote et les mutations qui

menent a la résistance a la rifampicine.
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La résolution de la structure du complexe du core de I’ARNP de Thermus aquaticus et de la
rifampicine (Campbell et al., 2001) ainsi que la résolution structurelle du complexe de ' ARNP
de Thermus thermophilus et de la rifapentine ou de la rifabutine (Artsimovitch et al., 2005) ont
montré que la rifampicine se fixe exclusivement dans une poche de la sous-unité  localisée au
niveau du canal principal, a une distance de 12 A du site actif. Cette liaison implique 12 acides
aminés qui sont fortement conservés parmi les bactéries.

Les mutations de ces acides aminés, a I’exception d’un seul, générent des phénotypes résistants
a la rifampicine. Toutes les mutations conférant des résistances a la rifampicine sont localisées
autour de son site de fixation, au centre de la sous-unité  du geéne rpoB. Elles se situent au
niveau de quatre régions : le cluster I (résidu 507 a 533 chez E.coli ) , le cluster II (résidu 563
a 572), le cluster III (résidu 684 a 690) et dans la partie N-terminale de la sous-unité 3 (résidus
143 et 146) (Campbell et al., 2001; Tupin et al., 2010b).

Les ¢études biochimiques et la résolution de la structure cristallographique du complexe
ARNP-rifampicine ont permis de proposer deux modeles pour expliquer le mécanisme d’action
de la rifampicine :

-Le modéle "occlusion stérique" dans lequel la rifampicine agirait directement en bloquant la
synthése de I’ARN transcrit au-dela de 2-3 nt par occlusion du canal principal lorsque la
transcription est initiée par un nucléotide triphosphate (Campbell et al., 2001; Feklistov et al.,
2008; ).

-Le modéle allostérique propose une inhibition allostérique dans lequel la rifampicine interagit
avec la région 63, et induit une propagation d’un signal allostérique, sur une distance de 19 A,
du site de liaison de la rifampicine vers le centre actif de ’ARNP amenant la dissociation de
I’ion Mg* * du centre actif (Artsimovitch et al., 2005). Cette dissociation diminue l'activité
catalytique du site actif menant a la déstabilisation et a la dissociation des transcrits courts
d’ARN (Artsimovitch et al., 2005; Feklistov et al., 2008).

La résolution de la structure a révélé €¢galement I’interaction de la région o3, avec le noyau
naphtoquinone de la rifampicine. La délétion de la région o3, rend I’ARNP résistante a la
rifampicine (Artsimovitch et al., 2005) ; cela montre que le facteur sigma peut moduler la
sensibilité de I’ARNP a la rifampicine.

Ces deux modeles conduisent a des hypotheses différentes. Bien que le modéle allostérique ait
été contesté (Feklistov et al., 2008), les deux modeles ne s’excluent cependant pas
mutuellement.

Les mutations de I’ARNP n’expliquent pas a elles seules les résistances observées chez les

différentes bactéries ciblées par la rifampicine. Les bactéries utilisent une variété¢ de
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mécanismes pour contrer les actions des antibiotiques. La résistance ou la tolérance a la
rifampicine est un exemple parfait de cette diversité. Les différents mécanismes de résistance a

la rifampicine sont rapportés dans ’article n°1 (Tupin et al., 2010b).

D.I.2 Sorangicine

La sorangicine (Sor) isolée en 1985 par Jansen est un antibiotique de la famille des
macrolides polyesters. Elle est produite sous deux formes structurales : sorangicine A et
sorangicine B par la souche Myxobacterium Sorangium cellulosum. La sorangicine posseéde un
large spectre d’action. Elle est principalement active contre les bactéries de type Gram-positif,
y compris les mycobactéries, avec des valeurs de CMI entre 0,01 et 0,3 ug/mL. Mais elle a une
faible activité contre les bactéries a Gram-négatif (CMI 3~25ug/mL). Cet antibiotique ne
présente pas d’activité inhibitrice sur les ARNPs des eucaryotes (Irschik et al., 1985).

La synthése totale de la molécule a été réalisée en 2009 (Smith et al., 2009) et une
centaine d’analogues de la sorangicine ont été obtenus par semi-synthese. Six d’entre eux
possedent une plus forte activité contre S. aureus avec une CMI tres basse, mais leur activité ne
diminue que faiblement sur I’ARNP d’E. coli (Jansen et al., 1990; Smith et al., 2009).

La co-structure de ’ARNP de Thermus aquaticus et de la sorangicine résolue a 3.3 A
(Campbell et al., 2005) a montré que cette molécule occupe la méme poche de liaison que la
rifampicine au niveau de la sous-unité¢ f de I’ARNP, avec un chevauchement presque complet.
Tous les résidus qui interagissent avec la rifampicine interagissent également avec la
soranginine. Bien que la soranginine et la rifampicine aient des structures chimiques distinctes,
ces deux molécules ont le méme mécanisme d’action : elles bloquent la synthése des transcrits
courts d’ARN au-dela de 2-3 nt par occlusion du canal principal (Campbell et al., 2005).

Les approches génétiques indiquent des résistances croisées a la rifampicine et a la sorangicine.
Selon I’analyse structurale, les mutants résistants sont répartis en trois classes (Campbell et al.,
2005).

Classe I : la plupart des mutants résistants & la rifampicine (Rif%) sont également résistants a la
sorangicine (Sor" ) avec un niveau de résistance proche (Rif/ Sor®).

Classe II : Certaines mutations conférant une forte résistance a la rifampicine ont une faible ou
résistance nulle a la sorangicine (Rif®/ Sor®).

Classe III : Deux substitutions des résidus de la sous unit¢ B Gln (513/393) Arg et Ser
(574/454) Phe chez (Ec/Taq) conférent une faible résistance a la rifampicine et une forte

o N o . . R
résistance a la sorangicine (Rif*/ Sor").
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Ces différences de résistance pourraient étres dues a la flexibilité conformationelle intrinseque
de la sorangicine par rapport a la rifampicine lui permettant de s’adapter plus facilement aux
changements structuraux du site de liaison de la rifampicine chez les bactéries résistantes. Ceci
permet de suggérer des modes d’interaction avec le site de fixation différents selon les deux
antibiotiques (Campbell et al., 2005). La sorangicine serait un candidat prometteur pour le

traitement de pathogenes résistants a la rifampicine.

Rifalazil

Rifaximine Sorangicine A

Figure 19. Structure chimique des inhibiteurs ciblant I’extension de I’ARN

D.II) Antibiotiques ciblant le site catalytique de I'ARN polymérase (Figure
21)
D.II.1 Streptolydigine

La streptolydigine est également connue sous le nom de portamycine. C’est un
antibiotique du groupe des acyltétramiques produit par Streptomyces Ilydicus et isolé en 1955
(Lewis et al., 1955). Elle posséde un large spectre d’activités biologiques (Crum et al., 1955;
Deboer et al., 1955). La streptolydigine est principalement active contre les bactéries a Gram-
positif comme Staphylococcus, Streptococcus, Bacilus et Corynebacterium (CMI de 0.19 a
3.12 ug /ml) (Deboer et al., 1955; Siddhikol et al., 1969). Les bactéries a Gram négatif sont

résistantes en raison de la faible perméabilité de leur membrane.




Le groupe des genes impliqués dans la biosynthese de la streptolydigine chez S. lydicus
a été caractérisé et quelques dérivés bioactifs de la streptolydigine ont été produits par la
biosyntheése combinatoire (Olano et al., 2009; Pronin et al., 2011). La streptolydigine inhibe les
¢tapes de l'initiation, de I'¢longation et de la pyrophosphorolyse (Cassani et al., 1971; McClure
and Cech, 1978; Siddhikol et al., 1969; Temiakov et al., 2005). En revanche, elle n’a aucun
effet sur les ARNPs des eucaryotes (Plevani et al., 1975).

La structure de I’holoenzyme de I’ARNP de Thermus thermophilus et de la
streptolydigine (Temiakov et al., 2005; Tuske et al., 2005) a révélé que le site de fixation est
localisé a 20 A du site actif de I’ARNP et interagit avec trois domaines structuraux : la poche
de streptolydigine dans la sous unité¢ B (Heisler et al., 1993), le domaine bridge helix et le
domaine trigger loop de la sous unité B' (Tuske et al.,, 2005). Le positionnement de la
streptolydigine n’interfére directement ni avec les NTPs, ni avec la formation de la liaison
phosphodiester. Il a été suggéré que la streplolydigine bloque le cycle d’addition des
nucléotides soit en interférant avec le cycle d’alternance conformationnel des domaines bridge
helix et trigger loop (Temiakov et al., 2005; Tuske et al., 2005; Vassylyev et al., 2007), soit en
bloquant le transfert des NTPs du site de pré-insertion (i) au site d'insertion (i+/) (Kyzer et al.,
2005; Temiakov et al., 2005).

Une autre étude (Zorov et al., 2014) suggere que la liaison de la streptolydigine a
I’ARNP dépend strictement de I’ion magnésium non catalytique qui est chélaté probablement
par l'aspartate ( ' D792) du bridge helix. Les substitutions de cet aspartate peuvent expliquer
les différentes sensibilités de I’ARNP a la streptolydigine chez Thermus aquaticus, Thermus
thermophilus et chez E.coli. Ceci indiquerait le role de I’ion magnésium non catalytique dans le
fonctionnement ou I’inhibition de I’ ARNP.

Les mutations conférant une résistance a la streptolydigine sont localisées dans les sous-
unités B et B' (Sanchez-Hidalgo et al., 2010; Severinov et al., 1993). En particulier les
substitutions des deux résidus FA485L et E486D (545, 546 chez E.coli) situés au niveau de la
poche de liaison de la streptolidigine dans la sous-unité § se révelent étre importants dans la
résistance a la streptolydigine chez S. lydicus.

La streptolydigine montre une résistance croisée avec streptovaricine et rifampine
(Campbell et al., 2001), mais ne présente aucune résistance avec d'autres inhibiteurs de
I’ARNP, comme microcine J25 (Adelman et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2004; Yuzenkova
et al., 2002) ou sorangicine (Campbell et al., 2005) ou CBR703 (Artsimovitch et al., 2003).
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D.I1.2 Microcine J25

La microcine J25 (2.100 Da) est un peptide cyclique de 21 acides aminés (Salomoén and

Farias, 1992) (GGAGHVPEYFVGIGTPISFYG). Elle est produite par E. coli contenant le
plasmide pTUC 100 qui porte quatre genes mcjABCD codant la microcine J25 lorsque la
bactérie entre en phase stationnaire dans un milieu minimum (Salomoén and Farias, 1992).
La microcine J25 a été isolée en 1992 a partir d’E coli dans des féces d’origine humaine
(Salomoén and Farias, 1992). MccJ25 est active contre quelques especes de bactéries a Gram
négatif : E.coli , Salmonella et Shigella avec une CMI de 0.01a 0.2ug/ml (Portrait et al., 1999;
Sable et al., 2000; Salomoén and Farias, 1992).

La structure de la microcine J25 en "lasso" comprend un segment cyclique di a la
liaison covalente entre Gly' et Glu® (-G'GAGHVPEYF'°VGIGTPISFY?’G-) et une queue
formée par les résidus (Tyr’-Gly*') qui passe a travers le segment cyclique (Rosengren et al.,
2003; Wilson et al., 2003) (Figure 21).

Deux types de mutations spontanées conférant une résistance a la microcine J25 ont été
identifiés.

Les premieres sont localisées au niveau des génes codant les protéines d’enveloppe (FhuA,
TonB, ExbB et SbmA) (Salomén and Farias, 1995, 1993). Elles indiquent que l'entrée de la
molécule est dépendante de ces protéines qui sont les récepteurs de la microcine.

Les secondes sont localisées sur le géne 7poC codant la sous-unite ' de I’ARNP au niveau des
segments conservés F, G et G', a la base du domaine trigger loop.

La microcine J25 inhibe I’initiation et I’¢longation de I’ARNP, C’est le premier
inhibiteur peptidique de I’ARNP in vivo et in vitro (Delgado et al., 2001; Yuzenkova et al.,
2002) .

La plupart des mutations résistantes a la microcine J25 ont permis de définir son site de
liaison qui est localisé dans le canal secondaire. La fixation de la microcine J25 obstruerait
complétement ce canal, empéchant ainsi la pénétration des nucléotides et donc inhibant la
réaction de la pyrophosphorolyse au sein du site catalytique (Mukhopadhyay et al., 2004;
Yuzenkova et al., 2002).

Cependant des mutants résistants a la streptolydigine au niveau de la sous unité B étaient
également résistants a la microcine J25 (Yuzenkova et al., 2002). Il est possible que le site de
liaison de la microcine J25 chevauche celui de la streptolydigine. Il est possible aussi que leur
mécanisme d'action soit similaire malgré les différences de leur structure chimique commune

(Yuzenkova et al., 2002).
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D.I1.3 Série CBR703

C’est une nouvelle classe d’inhibiteurs synthétiques de ’ARNP. Ces inhibiteurs ont été
isolés a I’issue du criblage a haut débit d’une large banque de composés lors d’un test sur le
core et sur 1’holoenzyme de I’ARNP d’E. coli (Artsimovitch et al., 2003). IIs inhibent
I’initiation de la transcription et 1’¢longation avec une ICsp ~ 10 uM et semblent étre
spécifiques de ’ARNP bactérienne. Ils ne montrent pas d’activité sur les autres classes de
polymérase d’acide nucléique bactérienne, virale ou eucaryote. Ils ont une activité¢ sélective
contre les bactéries a Gram négatif E. coli tolC ( CMI = 12.5 pg/ml ) et peu ou pas d’ activité
contre I’ARNP des bactéries a Gram positif avec une ICsy > 80 uM (Artsimovitch et al., 2003;
Feng et al., 2015). Cette faible activité est due au systeme d'efflux spécifique de ces cellules
(Darst, 2004).

Des dérivés plus actifs ont été synthétisés a partir du progéniteur CBR703 : CBR9379
(ICs0~ 0.3uM et CIM ~ 0.5 uM contre E. coli tolC), CBR9393 (ICsp~ 2.5uM et CIM~8-16 uM
contre E. coli tolC) et CBR64 qui est I’inhibiteur le plus actif contre E. coli WT.

CBR703 est actif contre les bactéries persistantes. Il réduit la population bactérienne des
biofilms de Staphylococcus epidermidis (Villain-Guillot et al., 2007a).

Ces molécules sont particuliérement prometteuses pour un usage clinique et sont un bon
modele pour le développement d’autres antibiotiques.

La structure de 1’holoenzyme de ’ARNP d’E.coli et de CBR 307 (Feng et al., 2015) a
révélé que I’inhibiteur CBR 307 se fixe dans une poche contenant deux sous-sites hydrophobes
qui interagissent avec les deux anneaux aromatiques de CBR. L'inhibiteur s’insére dans les
deux sous-sites du domaine bridge helix (ressemblant a une prise électrique) (Figure 20), a une
distance de 30 A du site actif a I’interface des deux sous-unités B et B' (Floop et bridge helix).
Le premier sous-site s’étend du résidu L770 au I 774 et le second sous-site s’étend du résidu
1774 au H777.

L'isolation de 19 mutants résistants a CBR703 a partir d'E. coli tolC a montré que les
mutations sont organisées en clusters au niveau des geénes rpoB ( V550A, P552R, P560L,
E562V, Q618L, R637C , S642A , D654H , T6571) et rpoC (I755L, E756K, T757K, L770H,
1774S) (Artsimovitch et al., 2003; Feng et al., 2015; Malinen et al., 2014). Ces mutations
indiquent que CBR 703 se lie a la surface d’une cavité a la jonction du domaine ' bridge helix
et de la sous-unité . Cette localisation étant ¢éloignée du site actif, CBR703 pourrait avoir un
effet allostérique. Il a donc été proposé que l'interaction de l'antibiotique avec le domaine
flexible bridge helix empéche ce domaine d'adopter la conformation requise pour l'ajout des

nucléotides au niveau du site actif. (Artsimovitch et al., 2003; Darst, 2004; Malinen et al.,
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2014). L’incorporation des nucléotides est réglée par I’alternance de 1’ouverture et de la
fermeture du site actif par le domaine trigger loop dont la stabilité est modulée par B' F loop.
(Malinen et al., 2014). Mais CBR peut inhiber la transcription de I’ARNPAtrigger loop.
L’action de CBR n’exige pas la présence de cette boucle. Cela suggere que l'inhibition par
CBR implique des mécanismes qui sont, au moins en partie, indépendants de la conformation
de trigger loop.

Les approches génétiques montrent que le site de liaison de CBR703 sur I’ARNP ne
chevauche pas celui des autres inhibiteurs : rifampicine, streptoledigine, salinamide, GE23077,
myxopironin, lipiarmycine. et qu’il n'y a pas de résistance croisée entre CBR703 et ces
inhibiteurs (Feng et al., 2015).

Ces résultats sont importants pour le développement d'inhibiteurs CBR potentiels. La
combinaison du CBR avec un autre inhibiteur de ’ARNP devrait augmenter l'efficacité

thérapeutique et supprimer I’émergence de résistances spontanées (Feng et al., 2015).

BR637(sc)
BG640(bb),

access to
B-lobe/F-loop
groove

BY555(sc)

/\
BP552(sc)  P'F773(sc)

Figure 20. Représentation schématique des contacts entre I’ARNP et l'inhibiteur CBR ( lignes rouges
pointillées : liaisons H, arcs bleus : les interactions Van Der Waals) (Feng et al., 2015)
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D.I1.4 Salinamide

Salinamide A (SalA) et salinamide B (SalB) sont des bicycliques hexadepsipeptides qui
ont ¢été isolés a partir de Streptomyces sp. CNB-091en 1994 (Trischman et al., 1994).

SalA est aussi produit par Streptomyces Sp. NRRL 21611, (Miao et al., 1997).

SalA et SalB sont actifs contre les bactéries de type Gram-positif (CMI = 25pgml'1) et les
bactéries de type Gram négatif (CMI de 25 a 50 ugml'l) et en particulier contre Enterobacter
cloacae (CMI =1.56 pgml™) et Haemophilus influenzae (CMI =6.25 pugml™). Ils ne montrent
pas de cytotoxicité pour les cellules des mammiferes (Moore et al., 1999; Trischman et al.,
1994) et ont une activité anti-inflammatoire puissante.

SalA et SalB inhibent I’ARNP des bactéries de type Gram-positif et Gram négatif (IC s
=0.220.8 uM) (Degen et al., 2014), mais n’inhibe pas les ARNPs des eucaryotes (Miao et al.,
1997). La synthése totale de la molécule a été réalisée en 2008 (Tan and Ma, 2008) et le géne
cluster de la biosynthese a été identifi¢ en 2015 (Ray et al., 2015).

L’isolement et le séquengage des 47 mutants spontanés qui conférent une résistance a
salinamide (Degen et al., 2014), ont permis de les localiser au niveau du geéne rpoC (résidus
690, 697, 738, 748, 758, 763, 775, 779, 780, 782, 783) et rpoB (résidus 569, 675, 677).

La résolution de la structure du complexe formé par I’holoenzyme de I’ARNP de E.coli et
salinamide (Degen et al., 2014) a permis de montrer que la molécule se fixe dans le centre actif
au niveau du domaine bridge helix cap qui comprend la partie N-terminale bridge helix
(BH-Hy), F loop et le lien des deux régions.

La structure du complexe ne montre de contacts ni avec le centre catalytique Mg >*, ni
avec les résidus qui interagissent avec le brin matrice de 'ADN, ni avec le transcrit de I’ARN,
ni avec les substrats NTP. Cela a permis de suggérer que salinamide inhibe allostériquement
I’addition des nucléotides au cours de I’initiation de la transcription et au cours de 1’¢longation,
par I’interaction et la stabilisation de la conformation ouverte de la partie N-terminale bridge
helix (BH-Hy).

Ces résultats établissent que le site de liaison de salinamide ne chevauche pas ceux des
inhibiteurs de I’ARNP déja caractérisés : Rif, Stl, CBR703, Myx et Lpm. En conséquence, Sal
ne présente pas de résistance croisée avec les mutants résistants a ces autres inhibiteurs de
I’ARNP et réciproquement, les mutants résistants a ces inhibiteurs ne sont pas résistants a
salinamide. La co-administration de Sal et Rif ou de Sal et Myx prévient 1’émergence de

résistances spontanées (Degen et al., 2014).
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D.IL.5S Peptide GE23077

GE23077 est un nouvel inhibiteur de ' ARNP bactérienne isol¢ a partir de la culture de
Actinomadura sp (Ciciliato et al., 2004). C’est un heptapeptide cyclique (MW~ 803 Da ) qui est
un mélange de quatre composés Al, A2, Blet B2 (Ciciliato et al., 2004). GE23077 inhibe
I’ARNP d’E.coli et de B.subtilis avec des ICsy de 1’ordre de 20 nM. Il est aussi capable
d'inhiber I'ARNP d’E. coli résistant a la rifampicine et ceci a une concentration comparable
(Ciciliato et al., 2004; Sarubbi et al., 2004). Mais il n’a aucune activité sur le core de I’ADN
polymérase et sur I’ARNP II des eucaryotes. En dépit de son activité in vitro sur I’ARNP,
GE23077 montre une faible activité antimicrobienne contre les bactéries a Gram-positif et les
bactéries a Gram-négatif (CMI > 200pug ml™') a ’exception de Moraxella catarrhalis et
streptoccocus pyogenes (CMI 4 a 8 ug ml™) (Ciciliato et al., 2004; Sarubbi et al., 2004).

Il a une faible activité contre Neisseria gonorrrhoeae et M. smegmatis et une forte activité
contre les plasmolyses cellulaires d’E. coli avec une ICsy = 0.02 uM comparable a celle de la
rifampicine.

Cette faible activité antibactérienne de GE23077 est trés probablement liée a des limites de
pénétration a travers la membrane, en raison de son caractere fortement hydrophile (Mariani et
al., 2005; Sarubbi et al., 2004). Des analogues semi synthétiques de GE23077 ont été préparés
dans le but de réduire ce caracteére hydrophile. Les modifications de ces analogues n'ont pas été
suffisantes pour augmenter leur activité antibactérienne (Mariani et al., 2005; Sarubbi et al.,
2004).

GE23077 inhibe la transcription dépendante et indépendante du facteur o (Mariani et al., 2005)
et il inhibe I’addition des nucléotides au cours de I’initiation de la transcription mais n’affecte
pas 1’¢élongation.

Le site de fixation de GE23077 a été identifi¢ par la caractérisation des 33 mutants
résistants qui sont localisés dans la sous-unité¢ f de ’ARNP d’E. coli (Zhang et al., 2014) avec
six substitutions sur trois sites au niveau des résidus 565, 566 et 684 avec CMI > 500pug /ml et
IC 50 >400 uM. L’analyse des mutants chez Streptococcus pyogenes portant des substitutions
simples (résidus 565,681et 684) indique que ces substitutions correspondent a celles d’E.coli et
conferent la résistance a GE23077.

En conséquence, les régions comprises entre les résidus 565-566 et 681-684 constituent un
déterminant essentiel pour 1’inhibition de la transcription de ’ARNP par GE23077 chez les
bactéries a Gram-positif et les bactéries a Gram-négatif.

Le site d’inhibition de GE est moins étendu que celui des autres inhibiteurs de I’ARNP : Rif
(71 substitutions et 27 sites), Myx, Cor et Rip (28 substitutions et 19 sites), Lpm (30

o,




substitutions et 20 sites), Stl (27 substitutions et 19 sites), CBR703 (23 substitutions et 13 sites)
et MccJ25 (86 substitutions et 52 sites) (Zhang et al., 2014).
Le site d’inhibition de GE23077 correspond seulement a une partie de son site de liaison alors
que le site d’inhibition de Rif et des autres inhibiteurs de ’ARNP précédemment caractérisés
correspondent aux sites de liaison complets. Le site de liaison de GE comprend également des
résidus des sites 1 et i+1 du centre actif de I’ARNP qui ne peuvent pas étre substitués et donc ne
peuvent pas conférer la résistance a GE.
La structure de I’holoenzyme de Thermus thermophilus et GE23077 (Zhang et al.,
2014) a permis de confirmer les résultats des analyses génétiques. A coté des mutants
résistants, il y a 11 résidus additionnels dans les sites actifs i et i+1avec lesquels GE établit des
interactions directes. Ces résidus supplémentaires sont invariables dans les ARNPs et ne
peuvent pas étre substitués et induire de résistance a GE23077.
La liaison de GE23077 au site actif de I’ARNP interfére avec 1’addition des nucléotides au
niveau des sites 1 et i+1 et inhibe la premiere étape de fixation des NTPs au cours de I’initiation
de la transcription. Les analyses de la structure du complexe RPo avec GE23077 et la
rifampicine montrent que le site de liaison de GE23077 est adjacent a celui de la rifampicine,
mais ils ne se chevauchent pas en grande partie. Les deux inhibiteurs peuvent se fixer
simultanément dans leur site de liaison respectif, ce qui suggére que GE23077 et rifampicine
peuvent €tre liés d’une maniere covalente sous forme d’inhibiteur bipartite (Zhang et al., 2014)
Cette ¢étude révele que GE23077 inhibe I’ARNP a travers une nouvelle cible avec un
nouveau mécanisme. La cible de GE est une cible exceptionnellement attractive et privilégiée
pour la découverte de médicaments antibactériens ciblant I’ARNP.
En premier lieu, puisque la plupart des résidus du site de liaison de GE sont des résidus
fonctionnellement critiques du centre actif de I’ARNP et ils ne peuvent pas étre substitués sans
perte d’activité. Le spectre de résistance au niveau du site de liaison de GE sera étroit en
comparaison avec celui de la rifampicine.
En second lieu, puisque son site de liaison différe de celui de la rifamycine, GE ne présentera
pas de résistance croisée avec elle.
En troisiéme lieu, un composé antibactérien qui fonctionne a travers le site de liaison de GE,
peut étre li¢ a la rifamycine ou a la sorangicine pour construire un inhibiteur bipartite,

exceptionnellement actif et puissant contre 1’émergence de la résistance (Zhang et al., 2014).
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D.I1.6 Tagetitoxine

La tagetitoxine est une phytotoxine produite par Pseudomonas syringae pv. Tagetis.
Elle a été isolée en 1981 (Mitchell, Physio. Plant Path., 1981). Elle inhibe I’ARNP des
chloroplastes et des bactéries (Mathews and Durbin, 1990) ainsi que I’ARNP III des eucaryotes
(Steinberg1990). Les ARNPs des phages et les ARNPs nucléaires I et II sont résistants a la
tagetitoxine (Mathews and Durbin, 1990). L’absence d’inhibition de la croissance bactérienne
observée in vivo peut étre due a une mauvaise perméabilit¢ de la molécule ou a sa
métabolisation en une forme inactive (Mathews and Durbin, 1990).

La structure du complexe formé par la tagetitoxine avec I’ARNP Thermus
thermophilus a été résolue par cristallographie en 2005 (Vassylyev et al., 2005). Cette étude a
suggéré que la tagetitoxine se lie a la base du canal secondaire pres du site actif. Cette liaison
inhibe la formation de la liaison phosphodiester car elle perturbe la liaison de deuxiéme ion
catalytique Mg2". Elle perturbe également la liaison des phosphates des nucléotides au niveau
du site actif en stabilisant le complexe enzymatique dans un état incompatible avec la catalyse
(Vassylyev et al., 2005; Yuzenkova et al., 2013).

Dans une autre étude (Artsimovitch et al., 2011) réalisée par simulation de dynamique
moléculaire un modele a été proposé dans lequel la tagetitoxine a été liée au complexe
d'¢élongation de la transcription. Dans ce mode¢le, la tagetitoxine interagit avec B' trigger loop
(TL) en le stabilisant dans une conformation inactive. Cela a permis de montrer que la
substitution du résidu Arg de TL confeére une résistance a l'inhibiteur.

Un autre mod¢le a été proposé (Malinen et al., 2012) dans lequel la tagetitoxine en se liant au
complexe post-translocation, induit un repliement de B' trigger loop et par conséquence inhibe
le passage a 1’étape de pré-translocation. Ces différentes étapes sont impliquées dans le cycle
d’addition des nucléotides. Ce modele a été contesté par Klyuyev (Klyuyev and Vassylyev,
2012) qui suggere que 1’étude du site de fixation de la tagetitoxine et son mécanisme d’action
demande d’autres résolutions de la structure du complexe et d’autres études biochimiques.

Une étude récente (Yuzenkova et al., 2013) montre que la tagetitoxine n'affecte pas la synthese
de I'ARN, n’induit pas de backward translocation, n’entre pas en compétition avec les
nucléosides dans le centre actif. Ces études biochimiques indiquent que I’inhibition de la
tagetitoxine dépend de la séquence a transcrire et de la stabilité intrinseque du complexe de pré-
translocation.

Cette étude suggere que la tagetitoxine augmente la stabilit¢ de 1'état de pré-

translocation du complexe d’élongation et perturbe ainsi le passage de I’état de pré-

7y




translocation a 1’état de post-translocation via la stabilisation de trigger loop dans I'état plié et

par conséquent inhibe le cycle d'addition des nucléotides et la synthése de I’ARN.
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Figure 21. Structure chimique des inhibiteurs ciblant le site catalytique de 'ARN polymérase
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D.III) Les inhibiteurs bloquant la formation du complexe ouvert (Figure 22)

D.II1.1 Myxopyronine

Myxopyronine (Myx) est un antibiotique naturel de la classe des a-pyrone (MW= 417
Da pour Myx A et 431 Da pour Myx B) produit par Myxobacterium Myxococcus fulvusMf50.
Deux formes de myxopyronine ont été isolées en 1983 : les myxopyronines A et B. La Myx B
est plus active que la Myx A (Irschik et al., 1983). Myx a une forte activité antibactérienne
contre un large spectre de bactéries a Gram-positif, y compris Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus pneumoniae, Clostridium difficile,
Mycobacterium tuberculosis, et Bacillus anthracis (CMI 1-13 pg/ml). Elle a également une
activité antibactérienne puissante contre quelques bactéries Gram-négatif, y compris
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, and Francisella tularensis (CMI = 6.1-16
ug/ml) (Irschik et al., 1983; Mukhopadhyay et al., 2008; Srivastava et al., 2011).

L'absence d'activité antibactérienne contre les autres especes Gram-négatif est due aux barrieres
d'assimilation cellulaire et aux systemes d'efflux actif, comme chez E. Coli sauvage. La
myxopyronine a une forte activité contre le mutant d'E. coli DH21 tol/C (CMI < 1 pg/ml), Myx
inhibe I’ARNP des bactéries (Gram-négatif et Gram-positif ) avec 1Csp < 1 puM, mais elle
n'inhibe pas I’ARNP II des eucaryotes (Irschik et al., 1983). Myx inhibe I’ARNP au cours de
I’initiation de la transcription mais n’a pas d’effet sur I’¢longation. Elle inhibe la formation du
RPo seulement quand elle est ajoutée avant I’ADN (Belogurov et al., 2009; Mukhopadhyay et
al., 2008).

Plus de 100 analogues de Myx, plus puissants que Myx B, ont été synthétisés (Doundoulakis et
al., 2004; Lira et al., 2007).

L’isolement et le séquengage des mutants résistants a la myxopyronine (Mukhopadhyay
et al., 2008) ainsi que ’analyse structurale du complexe formé par ’holoenzyme de Thermus
thermophilus et MyxA (Mukhopadhyay et al., 2008) et celui formé avec Myx B (Belogurov et
al., 2009) ont permis de localiser le site de fixation de la Myx dans I’ARNP dans une poche
hydrophobe formée par les ¢éléments switch-1 et switch-2 et les segments adjacents des sous-
unités B et B' (B' résidus 1346-1357 et B résidus 1270-1292 et 1318-1328) (Mukhopadhyay et
al., 2008).

Deux modéles proposent le mécanisme par lequel Myx inhibe I'isomérisation de RPc
vers RPo. Selon le premier modele, Myx bloque I’ouverture du clamp empéchant 1’entrée de

I’ADN dans le site actif de la positions —11 a +15 (Mukhopadhyay et al., 2008). Selon le
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deuxiéme modele, Myx empéche I’interaction de la région switch-2 et du brin matrice et par
conséquent empéche le positionnement de la partie avale de I’ADN et la propagation de la
fusion de I’ADN vers le site actif (Belogurov et al., 2009).

Myx ne présente aucune résistance croisée ni avec la rifampine, ni avec d’autres molécules
inhibitrices de I’ARNP (CBR703, MccJ25, GE23077, streptolydigin, sorangicin et salinamide)
se fixant sur des sites autres que les régions switch. Mais elle présente une résistance croisée
avec les antibiotiques qui ciblent la région B’ switch 2 (corallopyronine et ripostatine).

Quand elle est co-administrée avec rifampine, Myx montre une activité antibactérienne
supérieure. Myx pourrait €tre un candidat prometteur contre divers pathogénes (Srivastava et

al., 2011).

D.II1.2 Corallopyronine

Corallopyronine est un antibiotique possédant un groupement o pyrone (MW = 542 Da)
produit par myxobacterium Corallococcus coralloides. Elle a été isolée pour la premiere fois en
1985 (Irschik et al., 1985). Il en existe trois formes : corallopyronine A, B et C. Elle est
structurellement proche des myxopyronines, mais elle en difféere par la possession d'une
extension de chaines de sept carbones. La corallopyronine est essentiellement active contre les
bactéries 4 Gram-positif avec des valeurs de CMI comprise entre 0.1 4 10 pg ml™ et a forte
concentration contre les bactéries & Gram-négatif (CMI > 100 pg ml™") (Irschik et al., 1985).
Corallopyronine inhibe I’ARNP bactérienne (ICsy ~ 4uM), mais elle n'a pas d'effet sur ’ARNP
des eucaryotes (Irschik et al., 1985; Mukhopadhyay et al., 2008).

Les études biochimiques ont montré que la corallopyronine agit essentiellement comme la
Myxopyronine et inhibe la formation du complexe ouvert au cours de l'initiation de la
transcription (Mukhopadhyay et al., 2008).

L’analyse des mutants résistants a la corallopyronine révele que son site de liaison
chevauche celui de la myxopyronine qui se trouve au niveau de la région ' switch-1 et switch-
2. La substitution du résidu 1326 de la sous-unité f qui interagit avec l'extension de la chaine a
sept carbones, confere une forte résistance a la corallopyronine mais pas a la myxopyronine
(Mukhopadhyay et al., 2008).

Aucune résistance croisée avec la rifampicine (O’Neill et al., 2000) n’a été observée, mais la
corallopyronine présente une forte résistance croisée avec Myx et avec la ripostatine

(Mukhopadhyay et al., 2008).
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Le groupe de génes impliqués dans la biosynthése de la corallopyronine composé de
polyketides synthéases (PKSs) et de peptides synthétases non-ribosomaux (NRPSs) a été
caractérisé et la synthese totale de la molécule a été réalisée (Erol et al., 2010).

Cependant en raison de sa faible activité¢ et de la haute fréquence des mutations spontanées

observées chez S. aureus, on ne la considére pas comme un médicament prometteur (Mariner et

al., 2011).

D.IIL.3 Ripostatine

La ripostatine A et la ripostatine B (MW ~ 496 Da) sont des macrocyclique-lactone,
produits par la souche Sorangium cellulosum So ce377 (Irschik et al., 1995). La ripostatine ne
montre aucune similitude structurelle avec Myx et Cor, en dehors d'une similitude générale de
la taille et du caractére hydrophobe. La ripostatine est active contre les bactéries a Gram-positif
avec des valeurs de CMI ~ 1 pg ml" chez S. aureu (Irschik et al., 1995), E faecium et
Clostridium difficile (Srivastava et al., 2011) et contre une seule bactérie a Gram-négatif
Moraxella catarrhlis. Ceci est di a la faible perméabilit¢ de la membrane extérieure des
bactéries Gram négatif. Mais la ripostatine a montré une bonne activité contre E. coli
DH21f2tolC (Srivastava et al., 2011).
La ripostatine inhibe in vitro la transcription de I’ARNP d’E.coli avec ICsy ~ 0.8 uM, mais elle
n'inhibe pas ARNP II des eucaryotes (Irschik et al., 1995; Mukhopadhyay et al., 2008;
Srivastava et al., 2011).
L’activité¢ antibactérienne de la ripostatine est approximativement identique a celle de Myx,
mais elle a un spectre plus étroit et a généralement une activité plus faible (Mukhopadhyay et
al., 2008). La synthése compléte de la ripostatine A et B et celle de leurs analogues ont été
réalisées (Glaus and Altmann, 2012; Tang et al., 2014). Ces analogues sont importants pour
leur activité et leur stabilité.
Les résistances croisées a la rifampicine et la fréquence des résistances spontanées a la
ripostatine sont essentiellement identiques a ceux de Myx.
Toutes les substitutions conférant une forte résistance a la ripostatine conférent également une
résistance a la myxopyronine et a la corallopyronine.

Ces résultats suggerent que la ripostatine a le méme mécanisme d’action que la
myxopironine et que la corallopyronine. Ces inhibiteurs interagissent avec la méme cible et

bloquent la formation du complexe ouvert.

5y



La ripostatine empéche I’interaction de ’ARNP avec le promoteur (-11 a +15 ) et bloque
'ouverture du domaine B’ « clamp » de I’ARNP (Mukhopadhyay et al., 2008; Srivastava et al.,
2011).

D.I11.4 Lipiarmycine

La lipiarmycine ( MW ~ 1058 Da ) est aussi connue sous les noms de fidaxomicin
(Sullivan and Spooner, 2010), clostomicine (Omura, 1986), tiacumicine (Swanson et al., 1991;
Theriault et al., 1987), OPT-80 et PAR-101. C’est un antibiotique de type lactone
macrocyclique qui a été isolé en 1975 (Coronelli et al., 1975; Parenti et al., 1975; Sergio et al.,
1975). 11 est produit par plusieurs micro-organismes : Actinoplanes deccanensis,
Micromonospora echinospora et par Dactylosporangium aurantiacum.
La lipiarmycine est active contre un large spectre de bactéries a Gram-positif (Coronelli et al.,
1975) , et en particulier contre les souches de Clostridium difficile (CMI = 0.012 pg/ml )
(Swanson et al., 1991; Theriault et al., 1987), de Bacillus subtilis et de Enterococcus faecalis
(CMI de 8 a 16 pg/ml) (Gualtieri et al., 2009). Elle a une forte activité contre les mutants
multirésistants de Mycobacterium tuberculosis (CMI de < 0.1 pg ml™) (Kurabachew et al.,
2008), mais elle a une faible activité contre les bactéries a gram-négatif ( CMI > 11 pg/ml)
(Coronelli et al., 1975; Srivastava et al., 2011).
La fréquence des mutations spontanées résistantes a la lipiarmycine chez S aureus est de
3 10 ; elle est comparable ou légérement inferieure a la fréquence des mutations spontanées
résistantes a la rifampicine qui est de 5 10™ (Kurabachew et al., 2008; Srivastava et al., 2011).
La lipiarmycine ne montre pas de résistance croisée avec un certain nombre d’antibiotiques
connus tels la rifampine, la pénicilline, la streptomycine, la tétracycline, la novobiocine, la
néomycine, l'érythromycine, le chloramphénicol, la céphaloridine, la streptothricine, la
bicatracine et l'oléandomycine (Coronelli et al., 1975) ainsi qu’avec I’isoniazide et la
moxifloxacine (Kurabachew et al., 2008).
La lipiarmycine a été approuvée par la FDA pour le traitement de Clostridium difficile en 2011
sous le nom Dificid®. Elle présente un faible risque de toxicité extradigestive avec un faible
impact sur la flore intestinale et un profil de tolérance excellent (Artsimovitch et al., 2012;
Srivastava et al., 2011).
La lipirmycine inhibe I’initiation de la transcription de I’ ARNP de Staphylococcus aureus avec
une IC 50 = 0.4 uM et celle de E. coli avec une IC 50 = 6 uM; mais elle n'a pas d'effet sur

I’ARNP des eucaryotes (Sonenshein and Alexander, 1979; Tupin et al., 2010a).
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Les études biochimiques indiquent que la Lpm inhibe I’isomérisation du complexe RPc vers le
complexe RPo ; mais elle n’a pas d’effet quand elle est ajoutée apres la formation du RPo. La
cible de la Lpm a été identifiée par la localisation des mutants spontanés résistants a la Lpm
chez B subtilis (Sonenshein et al., 1977 guialleteri), chez M. tuberculosis (Kurabachew et al,
2008) et Enterococcus faecalis (Gualtieri et al, 2009). Ces substitutions sont localisées dans la
partie N-terminale de la sous-unité¢ B' (R99, P251, R337 chez E.coli ) et dans la partie C-
terminale de la sous-unité B (Q 1256 chez E.coli) (André et al., 2004; Gualtieri et al., 2006b;
Kurabachew et al., 2008). La Lpm se fixe en amont du canal principal a proximité du canal de
sortie de I’ARN et cible les différents ¢léments du domaine mobile clamp de la sous unité ' :
Zn-finger, lid, et switch-2 et celui de la sous unité B : switch-3 (Tupin et al., 2010a).

Le site de fixation de la Lpm chevauche partiellement celui de la myxopyronine au niveau de
I’¢lément switch 2; mais il n’y a pas de résistance croisée entre Lpm et Myx, entre Lpm et Cor
, entre Lpm et Rip et vive versa (Srivastava et al., 2011) . Les mécanismes d’inhibition de la
Lpm et de la Myx sont différents, la Lpm agit avant la Myx au cours de la formation du
complexe RPo (Brodolin, 2011; Tupin et al., 2010a).

La lipiarmycine inhibe la transcription dépendante du facteur sigma car elle est plus active sur
I’holoenzyme que sur le core de I’ARNP (Tupin et al., 2010a).

En 2006, notre équipe a déterminé une mutation conférant une résistance a la
lipiarmycine chez B. subtilis. Cette résistance est due a la substitution d’une arginine par une
leucine au niveau du résidu 326 (R326L) de la sous-unite f'. Cette mutation est localisée au
niveau du canal principal, a proximité de la région 3.2, sur la face opposée du site de liaison de
la rifampicine (Gualtieri et al., 2006b).

La délétion des résidus 513-519 de la région o3, change la sensibilit¢ de I’ARNP a la Lpm
(Morichaud et al., 2016; Tupin et al., 2010a). Il a été observé également que la Lpm inhibe la
transcription précoce du bactériophage SPO1 qui est dépendante du facteur o * de son hote

B subtilis. Mais Lpm n’ a aucun effet sur les transcriptions moyennes et tardives qui sont, elles,
dépendantes des polypeptides gp28, gp33 et gp34 codés par le génome du phage et qui ont
perdu la région 3.2 (Osburne and Sonenshein, 1980).

Ces résultats montrent pour la premicre fois une modulation due a I’effet d’un inhibiteur
sur la transcription dépendante du facteur ¢ associé a I’ARNP.

Le groupe de genes, impliqué dans la biosynthése de la Lpm chez D. aurantiacum et
A.deccanensis, a ét¢ identifié et caractérisé. Celui-ci présente de fortes similarités de séquence
chez ces deux espéces (Xiao et al., 2011). Cela a permis la synthése complete de la

fidaxomicine (Glaus and Altmann, 2015; Kaufmann et al., 2015) . Les caractéristiques clés de
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la synthése permettront un accés rapide a la synthése d’analogues plus efficaces contre les

bactéries pathogenes.

D.IIL.5 Ureidothiophene

Ureidothiophéne a été identifi¢ pour la premicére fois lors du criblage d’une banque de
composés chimiques commerciaux en utilisant I’ARNP de S. aureus (Arhin et al., 2006) et
¢galement au cours d’un criblage virtuel ciblant la région switch de I’ARNP basé sur le mod¢le
de ’ARNP d’E.coli a 3D-pharmacophore (Fruth et al., 2014).
La molécule a une forte activité sur ’ARNP avec une valeur d’ICsy de 1 uM, mais elle posséde
un spectre d’activités antimicrobiennes trés étroit qui se limite a certaines souches de S. aureus.
Elle présente une bonne activité antibactérienne contre de S. aureus ATCC 13709 et S.
epidermidis avec une CMI comprise entre 1 et 16 pg ml ', mais elle n’a pas d’activité contre
les bactéries a Gram-négatif. Par contre, elle reste active contre les souches de S. aureus et
Escherichia coli TolC résistantes a la rifampicine (MIC 12.5—50 pg ml™") (Arhin et al., 2006;
Fruth et al., 2014).
Ureidothiophene se fixant sur le méme site que Myx il a été montré qu’il inhibe I’initiation de
la transcription selon le méme mécanisme (Fruth et al., 2014).
La caractérisation du site de fixation de ureidothiophene a été réalisée par plusieurs approches,
sur une série de composés : spectroscopie RMN, Saturation Transfer Difference (STD),
INPHARMA (Interligand NOE for Pharmacophore Mapping) et docking. Cette caractérisation
suggere qu’ureidothiophene entre en compétition avec Myx, mais il chevauche partiellement
son site de fixation. Pour confirmer ces conclusions, plusieurs substitutions d'acides aminés
dans la région switch ont été réalisées (Fruth et al., 2014). Les effets de ces mutations tant sur
l'inhibition de la transcription de I’ARNP que sur l'activité antibactérienne ont été testés.
Les mutations dans la poche de fixation de Myx au niveau des résidus B (V1275M, E1279K)
chez E. Coli TolC n'affectent pas 'activité antibactérienne d’ureidothiophene. Les substitutions
situées dans les sous-unités B ( S1322, L1291 ) et B' ( K345, K334 , A334-5) n'ont pas eu
d’effet significatif sur l'activité antibactérienne contre E. coli TolC, ni sur l'activité in vitro
(Fruth et al., 2014).
Ureidothiophene est capable d'inhiber I’interaction entre le core et le facteur sigma. Ceci
indiquerait que le composé pourrait aussi se lier a leur interface. L’existence d'un deuxi¢me site
de liaison est ainsi confirmée par STD. Ce composé peut se lier également selon deux
orientations. Ce deuxiéme site de liaison dans I’ARNP pourrait aussi contribuer au fait que les

substitutions d'acides aminés dans la région switch n’affectent pas l'activité inhibitrice de
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ureidothiophene qui ne présente pas de résistance croisée avec les autres inhibiteurs (Fruth et

al., 2014).

Myxopyronine B Corallopyronine A
Ny NH
S >/-—NH
0]

Ureidothiophene

OH

Ripostatine A Lipiarmycine

Figure 22. Structure chimique des inhibiteurs de I'ARNP ciblant le domaine switch-2.
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D.IV) Les inhibiteurs de I’interaction entre le core de PARNP et la sous-
unité o

Pour échapper aux effets des traitements antibiotiques, les bactéries ont développé des
mécanismes multiples dont la plupart sont : soit les conséquences de mutations au niveau de la
cible des antibiotiques, soit I'activation d’un systéme de réponse au stress, soit la mise en état
de persistance. Ces états sont liés a la régulation de l'activité de ’ARNP qui est contrdlée
¢galement par les facteurs sigma. Depuis leur découverte, des progrés énormes ont été faits
dans la compréhension de leur réle au sein de la cellule et par conséquent dans la
compréhension du processus d'initiation de la transcription. La reconnaissance des promoteurs
et ’amorce de la séparation des brins d'ADN sont des propriétés fondamentales des facteurs
sigma chez les procaryotes. Ces propriétés permettent au core de I’ARNP associé aux facteurs
sigma primaires d'initier la transcription de la majorité des promoteurs. Ceux-ci identifient non
seulement les séquences des promoteurs, mais €galement orchestrent plusieurs points de
controle cruciaux au cours de la formation du complexe ouvert. Ils contrdlent également le
processus d'initiation abortive, la séparation de I’ARNP du promoteur et les premicres étapes
du processus d’élongation. Chaque étape du cycle de transcription est hautement régulée par les
facteurs de transcription au cours de la croissance cellulaire en réponse aux signaux
environnementaux.

Les facteurs sigma sont des protéines flexibles qui établissent de multiples contacts
avec I’ARNP en formant un complexe d'initiation de la transcription. La structure du complexe
holoenzyme - rifampicine montre que le résidu D513 de la région 3.2 contacte les groupes O4
et O5 de la rifamycine. La délétion de la région 3.2 rend ’ARNP résistante a Rifabutine, ceci
suggere que sigma est impliqué dans l'inhibition (Artsimovitch et al., 2005) et peut moduler la
sensibilit¢ de ’ARNP a Rif. En effet, il a ét¢é démontré que ’ARNP d’E. coli contenant le
facteur sigma 32 est moins sensible a la Rif que Eo " car il y a peu d’homologie de séquence

entre >~ et celle de 6'° (Wegrzyn et al., 1998).

L'interface entre le core de ’ARNP et 6'° représente un site de liaison prometteur. Néanmoins,
les études des inhibiteurs ciblant ce site de liaison sont rares. La recherche d’un composé
pouvant inhiber la formation de I’holoenzyme et aboutissant ainsi a I'inhibition de 1'initiation de
la transcription serait un pas important pour la découverte de nouveaux antibiotiques.
L’absence de 1’homologue du facteur ¢’° dans les cellules des mammiféres permettrait de les

utiliser sans effets indésirables chez les eucaryotes.
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Plusieurs molécules synthétiques ciblant le facteur sigma ont été identifiées.

D.IV.1 Composés SB

Les composés SB ont été identifiés lors du criblage a haut débit de la banque de
composés synthétiques ChemBridge™. Ils inhibent ’interaction du facteur sigma et du core de
I’ARNP chez E. coli (Andre, 2006; André et al., 2004). Il s’agit de composés de faible poids
moléculaire (MW ~ 371 Da) comportant un cycle aromatique. Ils sont actifs contre les bactéries
a Gram-positif Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, S. aureus, B.anthracis,
B. cereus avec une CMI de 0.3-2 pg/ml, y compris sur des souches de S. aureus résistantes a la
rifampicine. Les bactéries a Gram-négatif sont majoritairement résistantes a SB a 1’exception
de Pasteurella multocida (CMI = 4pg /ml), cela est probablement di a l'imperméabilité
intrinséque de leur paroi.
Au sein de ce groupe, la molécule SB2 est inactive contre M.tuberculosis, Pseudomonas
aeroginosa, et E.coli avec une CMI > 33ug/ml, mais elle est active contre £ coli D22 avec une
CMI = 2 pg/ml ainsi que sur les biofilms formés par S. epidermidis (Villain-Guillot et al.,
2007b).
SB2 inhibe la transcription dépendante du facteur ¢ avec une ICsyp de 2 a 15uM, mais elle
inhibe aussi la transcription indépendante du facteur ¢ avec une ICsyp a SuM, ce qui indique que
la cible préférentielle des molécules SB se trouve au niveau du core de I’ARNP.
Le mécanisme d’action est allostérique car SB inhibe I’ARNP aprés la formation de
I’holoenzyme.
L’avantage de ces composés sur la rifampicine est 1’absence d’apparitions de mutations
spontanées résistantes (Gualtieri et al., 2006a).
Par comparaison avec d’autres agents antibactériens utilis€és en antibiothérapie, les molécules
du groupe SB possedent des limites pharmacologiques du fait de leur forte hydrophobicité et de
leur fort taux de liaison avec la sérum albumine humaine.
La région 2.2 du facteur sigma est nécessaire a la formation du complexe d'initiation et elle se
lie a la sous-unité ’de I’ARNP appelée B’ clamp helix (CH) (Arthur et al., 2000; Ma et al.,
2013). Une ¢tude a montré que des peptides imitant 6, pourraient inhiber I’interaction entre
I’ARNP et le facteur sigma et bloquer l'initiation de la transcription in vitro (Bai et al., 2012;
Hiisecken et al., 2013). Ces peptides sont prometteurs pour le développement de composés
thérapeutiques car les régions de la famille du facteur 6’° ou du facteur 6™ qui interagissent

avec le core de I’ARNP, sont fortement conservées dans différentes especes de bactéries. Ils ont
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une activité antibactérienne a large spectre, mais ils sont relativement instables, chers a

produire en masse et peu propices a une administration orale (Ma et al., 2013).

D.IV.2 Composés GKL

Ils forment une classe de dérivés de bis-indole (Figure 23) ; ce sont des composés
agissant sur la transcription bactérienne. Ils ont été identifiés lors du criblage virtuel de banques
de peptides en utilisant la structure du complexe de PARNP et le facteur o™ de thermus
themophilus. Cette stratégie a permis la construction d'un modele pharmacophore qui a été
utilisé pour cribler une bibliothéque de composés. Ce criblage a abouti a la sélection d’1/3 de
composés ayant une activité inhibitrice in vitro contre la formation du complexe ARNP-c
(Johnston et al., 2009; Ma et al., 2013).

Parmi ces composés, GKLO003 se lie spécifiquement a la région CH avec un Ki de 6 nM
déterminé a partir de I’essai de transcription in vitro. C’est un inhibiteur compétitif qui peut
aussi inhiber l'initiation de la transcription apres la formation de 1’ holoenzyme (Ma et al.,
2013). Malgré son excellente activité in vitro, GKL0O03 a une faible activité contre les bactéries,
probablement en raison de sa faible solubilit¢ dans les milieux aqueux et son incapacité de
traverser les membranes bactériennes. Néanmoins a forte concentration, il a présenté un large
spectre d’activités antibactériennes contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif
(Kandemir et al., 2014; Mielczarek et al., 2014) . La détermination de la structure du complexe

de GKL avec I’ARNP sera importante pour le développement de cette molécule.

D.IV.3 Composé DSHS00507

I1 a ét¢é identifié¢ a partir d’un criblage virtuel de bibliothéques de composés. Il a montré
une excellente activité inhibitrice contre la formation de I’holoenzyme (Ma et al., 2016).Ce
composé, formé d’un acide carboxylique tricyclique et d’un indolone (Figure 23), se lic a la
région CH avec une forte spécificité et inhibe la transcription in vitro en empéchant
I’interaction de ¢ * avec CH. Des essais antibactériens ont indiqué que ce composé est efficace
contre les bactéries a Gram positif, y compris contre Staphylococcus aureus résistant a
méthicilline. DSHS00507 n'a montré aucune activité contre I’ARNP des eucaryotes car la
séquence de leur CH differe de celle des bactéries. Ce composé€ pourrait constituer une avancée
potentiellement utile pour le développement futur d’antibactériens.

En effet, les molécules provenant de bibliothéques chimiques identifiées par HTS
semblent cibler des sites distincts de ceux des molécules naturelles. Aucun composé naturel

connu n’affecte les interactions entre le core et le facteur sigma. Si I’on considére 1’abondance

",




des composés naturels issus de sources bactériennes, le criblage des molécules naturelles
pourrait nous conduire a la découverte d’inhibiteurs transcriptionnels. Les technologies de plus
en plus sophistiquées utilisées lors des études structurelles permettent de suivre le processus
d'initiation a travers toutes les étapes complexes jusqu’a la résolution moléculaire.
Actuellement, nous disposons de simples instantanés des différentes étapes qui sont insuffisants
pour permettre d’établir leur lien. Cependant, dans les prochaines années, nous pourrons
compléter 1’étude de ces structures par des techniques innovantes (single molécule ou Cryo-
EM) (Arthur et al., 2000), qui permettront de comprendre les réarrangements dynamique des
facteurs sigma pendant I'initiation de la transcription et feront ainsi progresser la recherche des

antibiotiques.
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Figure 23. Structure chimique des inhibiteurs ciblant I’interaction entre le core de I’ARNP et la sous-
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The first antibiotic of the ansamycin Bmily, rifampicin (RIF), was isolated in 1959 and was introdwosd
imba therapy inm 1962; i is still a Brst-line agent in the treatment of diseases such as tubermlbosis, leprosy
and various bioflm-related infections. The antimicrobial activity of BEF is due to its inhibition of bacterial
RNA polymerase (RNAFL Most requentfy, bacteria become resistant o RIF through mutation of the
target; however, this mechanism is not unigue. Dther mechanisms of resistance have been reported,
such as duplication of the target, action of ANAP-binding proteins, modification of RIF and modification
of oell permeability. We suggest that several of these alternative resistance sirategies could reflect the
erological fanction of REF, such as autoregulation andfor signalling to surmounding micrmorganismes. Very
often, resistance mechanisms foand in the clinic have an envircomental arigin. One may ask whether
the mtrodudtion of the RIF analogoes rifaximin, rifalazil, rifpentine and rifabotin in the therapewtic
arsenal, together with the diversification of the pathologies treated by these: molecules, will diversify the

TEsisiance

resistance mechanisms of buman pathogens against amsamycins.
2010 Elsevier BV. and the International Society of Chemotherapy. All rights resenved.

1. Imtroduction

Ansamyrin detivatives such as rifampéicin {RIF} are frst-line
antibiotics in the treatment of teberoulosis (TE), lepeosy and a
growing number of Gram-positive bacteria such as muldtadrog-
resistant Staphylococmes ourets. was isolated in 1950
by Sensi et al. [1,2] from a strain of Amyoolatopsts meditermanal
[previously known as Streptomyres mediterrmel and Nocordia
meditarraned) and was infrodwced into therapy in 1962 Ansamycins
are active against a large variety of organisms, including bacteria
amd enkaryotes. They have a broad activity against Gram-paositive
bacteria and, to a lesser extent, against Gram-negative bacteria.
Interestingly, ansamycins are also active against the ansorip-
tion machinery of the eukaryodic parasite Piesmodium folcipansm
34).

I .ﬂ].nul:rm:'ms are structurally characterised by a planar naphthio-
quincne ring in which positions 3 and 4 have been extensively
miedified by hemisynthesis o yield commercial antibiotics such
a5 RIF. Interest in these molecubes has recently increased with the
Us Food and Drog Administration (FDA) approval of several new
ansamycin derivatives fior treatment of a broader range of infectious

¥ Comesponding auifuor. Tel: +33 4 67 54 86 O7; [ax +33 4 67 54 55 6.
E-mafl e e ey bepin@um be-montp LI A Tupnk

diseases. For now, the ansamyrins currently in therapeutic use are
RIF, rifaximin, rifapentine, rifalazil and rifabutin.

The antimicrobial activity of ansamycins is due to their inhi-
bitian of bacterial RMA polymerase (RMAF). RIF binds to conserved
amino acids in the active cenire of the erz yme and blocks transcrip-
tion initiatéon. A large proportion of the encountered resistance to
RiF is due bo mutations of these amino acdds These mutations often
ooour with high frequency, which compels the use of RIF almost
exclusively in drug combinations, most commonly with isoniazid,
as well as the restriction of its use to the treatment of T8 and to
EIMETEETICIES.

Resistance to KIF by mutation of the target is widespread but
oot unigoe. Other mechanisms of resistance have been reported,
sich as duplication of the target, action of RMAP-binding proteins,
madification of RIF and maodification of cell permeability {Table 11
Bacteria and fungi are not isolated in nature, but exist in commu-
nities and need (o communicate to be competitive. A majority of
the kw-molecular-weight compounds synthesised by microbes at
low comcentrations apparently act a5 cell-signalling molecules and
directly or indirectly modulate transcription to fawoor symbsosis
between these microorganisms |5). As expected from a key player
in the bacterial signalling network, RMAF is targeted by a vari-
ety of antibiotics that contain similar bindiing sites to RIF [6] and
bacteria have developed highly diverse strategies to grow in the
presence of these antibitics. Some of these mechanisms confer

D924-8570/5 - =2e front mailer & 2000 Elsevier B.Y. and e Intermabonal Society of Oheomo herapy. ARl TighDs resenwedl
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Table 1
Summary of the different resi ch fisted together with the associstad rpanismns and the Jevel.
Resistance mechanism Species Level of resistance References
Mutation Escherichia coll, Mycobactertun tuberaulosts, Baciius subtiils, Helicobacter pytort High to very bigh {8,10,12,12,1617]
Duplication of fpo8 Nocwdia farcinice, AmyCoiopsts mediterranel, AComadir a sp. High 22]
RNAP-binding proteins Streplomyces coeflcolor, M. tuberculasts, Mycobactafum sprae, mynemmmm Intermediate to lowr  [35,38]
Modification of afampicin  Mycobacterfum smiegmatis DSM 42756, Bactiks =p.. Intermediate to low  [4142.44)
Modification of permeability  Mycobacterium sp., Nelssarie gonarrhoege Low [45.46}
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sphere). (Foc interp of the ref
resistance to very high levels of RIF, whilst others only protect the
bacteria against lower concentrations. These natural resistances
cast light on the potential evolution of resistance to RIF and on
other new transcription inhibitors in clinical development in the
future.

2. Resistance by mutation of the target

Many RIF-resistant (RIF) strains of Escherichla coll, S aureus,
Bactifus subtilis, Mycobactertum tuberculosls, Mycebacterfum aviwm,
Mycobactertum leprag, etc. have been characterised, showing that
resistance is most frequently conferred by mutations in the RNAP
active centre. RIF interacts only with the B-subunit of RNAP
encoded by rpoB [ 7] and its binding site is highly conserved among
bacteria(Fig. 1). Binding of the molecule to RNAPinvolves 12 amino
acid residues (Fig. 2). Mutagenesis of each of these residues, except
one, generates a resistant phenotype [7], Spontanecus resistance
to RIF is mainly associated with single point mutations resulting in
amino acid substitutions and is less frequently associated with a
few insertions or deletions. Ninety-five percent of these mutations
map to four regions in theN-terminal half of the B-subunit polypep-
tide [8] involved in the binding of RIF. In E. coll, RIF resistance
mutations are usually located in the central region of the polypep-
tide, within cluster | {aminc acids 507-533), cluster 1l (amino acids
563-572) and cluster 111 [9,10], and they can also occur near the N-
terminus of the B-subunit [11]. In M. tuberculosts, resistance to RIF
is mainly associated with mutations in an 81-bp hot-spot region
{codons 432-458 in cluster 1) of rpeB [12], with 41% of resistant
clinical isolates carrying a mutation of $455, 36% with a2 mutation
of H440 and 9% with a2 mutation of D430 [13], A mutation at the
beginning of the rpoB gene, the amino terminal of cluster |, has
also been reported {V176F) | 14,15]. This mutation confers high-

1o colour in this fgure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

level resistance to RIF and may account for more than 1% of all RIFF
strains [16]. RIF resistance mutations have also been found in the
N-terminus (V135F) and in cluster | {Q469K, Q469L, Q469R, H482D,
H482P, H482R, H482Y, S487F, 54871 and S487Y) of B. subtiiis rpeB
[17] as well as in Helticobacter pylort (V149F) [16].

Fig. 2. Rifampicin (RIF-binding site in the active site of RNA polymeraze. The model
wazs bailt from the Protein Data Bank co-ordinates of the TRermis aquaticus cors
complex {116V [7]) and from a Thermus (hermophills core scaffold complex (20351
[40}) The a-subunit is representad in yellow, the B-subunit in blue, the B/-subunit
in magenta, the DNA double helix in red and green, RNA in orange and RiF in bright
yetlow. {Forinterp of the ref e to colowr in this fgure legend, the reader
is referrad to the web version of the article.)
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[n most cases, a point mutation in rpoB only confers RIF resis-
tance, but recently a point mutation was shown to confer resistance
to and dependence on RIF [ 18], The molecular basis of this effect is
not yet understood, but the Anding itself casts doubt on the histor-
ical view that RIF acts by plugging the path of the elongating RNA
as mentioned by Campbell et al. [7],

Resistance to transcription inhibitors that arise through point
mutations of the target is not neutral for bacteria. In the case of
RIF, these alterations in the target were repeatedly involved in
deregulation of gene expression [19-23], possibly due to altered
rho-dependent transcription termination [23], A striking example
is the recent report that many alterations in substrate utilisation
patterns were ohserved in B. subrifis RIFF mutants [17], The conse-
guences of this deregulation are, in most cases, reduced virulence
[24,25] of the RIF? mutants and a reduced fitness [26,27], More
prolonged treatment with RIF can result in strains with no fitness
defect owing to compensatory mutations, and these strains with
low- or ro-cost resistance mutations are also the most frequent
among clinical isolates [26].

3. Resistance by duplication of the target

Several bacterial species are naturally resistant to RIF owing
to mutations in rpoB. Nocardia sp. are Gram-positive saprophytes
present in the environment, with several species causing severe
infections, Nocardia farcinicd is an opportunistic pathogen that is
caonsidered a major multidrug resistance problem that is partic-
ularly frequent in Japan |28] and Europe [29,30]. The genome of
N, farcinica IFM 10152 was recently sequenced [31] and the pres-
ence of bwo different RNAP B-subunit genes, TpoB and TpoB2, was
detected. These two genes share a high degree of homology [88,83)
and careful comparison of their amino acid sequences revealed that
the Nocardia rpoB2 protein contains amino acid substitutions in RIF
clusters | and I that are likely to confer RIF resistance [32]. The
role of the altered gene in conferring resistance was confirmed by
knockout of rpoB2, shedding light on a novel resistance mechanism.
Such a mechanism may not be a rare event, as rpoB duplication is
apparently widespread in Necardla sp. and has recently been found
in another closely related actinomycete, Actinomadura sp, strain
ATCC 28727 [33]. It is not yet known whether the actinomycete
A mediterranel, which produces RIF, uses this strategy of duplica-
tien to resist this antibiotic, RIF mutations are known to affect gene
expression and may result in anincrease in antibiotic production in
Strepromyces [21] and a change in carbon source assimilation in B
subtilis [34], In light of these findings, the abovementioned dupli-
cations of mutated rpoB could either reflect signalling mechanisms
between N, farcinica or Actinomodura sp, and other bacteria produc-
ing molecules sharing the same binding site as RIF, or the presence
of dormant geres coding for molecules targeting transcription in
their genomes,

4. Resistance induced by RNA polymerase-binding proteins

Although most cases of RIF resistance are due to mutations
in the rpoB gene, some bacteria use other strategies, The acti-
nomycete Streplomyces coelicolor is intrinsically resistant to low
concentrations of RIF, and recently Mewell et al, [35] showed that
a RMAP-binding protein, rbpA, confers basal levels of RIF resis-
tance to this microorganism, Experiments have demonstrated that
rbpA expression is induced by low concentrations of RIF and that
this molecule inhibited a promoter directing the transcription of
a ribasomal RNA operon. In vitro experiments confirmed that RIF
induces rf-dependent transcription of the ripA gene and thatrbpa
stimulates o™ dependent transcription from rTROP3, The data
presented also suggest thatrhipA confers basal levels of resistance to

A Tupm et al. / Intematiomal fowrmo of Antimicrobio AZenty o (2010 oo -0 3

RIF and that it is a novel regulator of rRNA synthesizin 5. coelicolor,
The authors point out that genes homologous to rhpA are present
in M. fuberculosts, M. beprae and Corynebacterium diphtherioe, These
genes could account for the transcriptional activity detected in M.
tuberculosis following treatment with RIF [36],

dnaA is another RNAP-binding protein that partially protects
RMAP from the effect of RIF, Transcription and replication are intri-
cate mechanisms [37], since RMA is used as a primer for replication,
The RNAP located at a replication origin provides the transcription
activity necessary for initiation of replication and is protected from
the action of RIFby origin-bound dnaA. In vifro experiments showed
that the dnaA protein interacts directly with RNAP, and both the
ATP-form and the ADP-form of the dnagA protein were found to alle-
viate the inhibition of RMAP by RIF at the dnad promoter, although
a higher concentration was necessary to achieve the effect when
the ADP-form of dnaA was used [38],

o faclors are accessory proteins that bind to the core of RNAP
to form the RNAP holoenzyme, Binding of the o factor allows tran-
scription initiation by directing specific recognition of the promoter
and isomerisation of the RNAP-DMNA complex. Wegrzyn et al. [39]
have reported a differential effect on the inhibition of transcription
by RIF depending on the o factor. RIF was shown to inhibit tran-
scription from the o™ -dependent P| promoter at a significantly
lower concentration than transcription from the 32 -dependent
Paoe promoter, These results may only reflect a selectivity of RIF
according to the nature of the o factor bound to the core of RNAP
and are probably more related to a response to stress rather than a
true resistance.

5. Resistance by modification of rifampicin

Another strategy of resistance is to neutralise the antibiotic
by covalent modification, Bacteria can inactivate RIF in a variety
of ways, such as glucosylation, ribosylation, phosphorylation and
decolourisation {Fig. 31 Mycobocierdum smegmatls DS 43756, a
pathogen intrinsically resistant to this drug, inactivates RIF by ribo-
sylation |41 ], Structural studies have shown that the final product
is obtzined by formation of 23-{0-ADP-ribosyl}-RIF Followed by
remaval of AMP and dephosphorylation, leading to 23-ribosyl-RIF,
The strain expresses Arr enzymes that act as mono (ADP-ribosyl)
transferases and catalyse the reaction of ADP-ribosylation of
rifamycins, @T homologues are widely distributed in environ-
mental bacteria and in Stenetrophomenas maltephilia, Burkholderia
cenocepacia, S coeltcolor, Corynebacterium glufomicum, Desulfibo-
bacterium hafniense and Rhodopseudomonas palusiris, It was shown
that RIF analogues modified at position C25 generate derivatives
that are resistant to inactivation by ADP-ribosyl transferases from
M. smegmatis [42). Other species use a different mechanism of
modification, For example, Nocordia sp, modify the antibiotic by
glucosylation {23-0H group) and phosphorylation, but ribosylation
is not observed, Baclllus strains and actinomycete-related species
were also found to inactivate RIF through phosphorylation of the
21-DH group, RIF glucosylation {23-0H group) or decolourisation
[43.44].

6. Resistance by modification of permeability

To be effective, an antibiotic has to reach its specific target in
an efficient time frame and at sufficient concentration. One strat-
egy to impair the action of an antibiotic is to prevent its entry
to the cell, Some bacterial species that do not allow multiple
antibiotics to accumulate in the cytoplasm are called 'intrinsically’
resistant, whilst other antibiotic-susceptible bacteria can become
resistant to multiple antibiotics. This occurs through two mech-
anisms: (i) the bacteria can be resistant or acguire resistance by
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decreasing the permeability of the membrane barriers; and (ii)
they can also owverexpress membrane-assocdated energy-driven
efflux pumps reminiscent of the eukaryotic multidrug resistance
pumps.

Mycobacterig are intrinsically resistant to many antibiotics and
this property is often attributed to a low permeability of the
mycobacterial cell wall and its specific lipid-rich character. Decades
ago, a strain of Mycobacterium inracellulare exhibiting natural
resistance to RIF was isolated, Its RNAP was found to be sus-
ceptible to RIF and experiments sugzested that a permeability
barrier against RIF was responsible for this resistance [45], Sew-
eral efflux pumps are also suspected to contribute to mycobacteria
multidrug resistance, Siddigi et al. [46] have pointed out a cor-
relation between drug resistance and Bv1258C gene transcription
lewels of a clinical isolate of M. fuberculosis resistant to multiple
antibiotics {RIF, ofloxacin, isoniazid and minomycin), Reverse tran-
scriptase polymerase chain reaction {RT-PCR) showed that the level
of transcription of R¥ 1258¢ increased by a factor of 10when the bac-
teria are grown in the presence of RIF or ofloxacin. These results
suggest that efflux pumps can be induced in response to antibi-
otic treatment in Mycobacteria, consistent with the hypothesis of
the involvermnent of efflux pumps in detoxification [47], The mir
operon of Nelsserfa gonorrhoese encodes an efflux pump system
composed of the proteins MITCDE [48.49]. This pump transports
several antibiotics, and mutations in the Mirk gene, a transcrip-
tional repressor of MIFCDE, induce overexpression of this effiux
pump. This confers resistance to several antimicrobials, including
rifamycins,

7. Conclusions

Bacteria use a variety of mechanisms to counter the actions of
antibiotics, and RIF resistance or tolerance is a perfect example
of this diversity. One may wonder what these genes are doing in
these bacteria and whether they have additional functions. The RIF-
binding domain is located in the catalytic site of the bacterial RNAP
and is highly conserved among bacteria, but it has a high propen-
sity to mutate, as observed, when RIF selection pressure is applied,
These discrepancies remain to be understood.

The existence of multiple antibiotics sharing, at least partially,
the same binding site as RIF, the presence of duplicated genes resis-
tant and sensitive to RIF in the same bacteria, and the involvement
of several RNAP-binding proteins in adaptation to low RIF concen-
trations are probably more revealing of the true Function of this
antibiotic. Bacteria live in a community and they must be competi-
tive to survive intheir environment, Apart from their killer function,
RIF and these various other molecules at low concentrations could
also find their usefulness in regulating the genes of surrounding
bacteria to the benefit of the producer or the genes of the producer
itself, We now have strong genomic evidence that these resistance
mechanisms found in the clinic have an environmental origin, The
maost common soil bacteria are a reservoir of a previously under-
appreciated diversity of resistance genes that can be mobilised
under selection pressure such as antibiotic therapy. This raises con-
cerns about the future of our antibacterial arsenal. One may ask
whether the introduction of the RIF analogues rifaximin, rifapen-
tine, rifabutin and rifalazil to the therapeutic arsenal together with
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the diversification of the pathologies treated by these molecules
will diversify the resistance mechanisms of human pathogens to
ansamycins,
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CHAPITRE II : RESULTATS



A. Introduction

A la suite de la forte augmentation des résistances aux antibiotiques, la demande de

nouvelles classes d’antibiotiques capables de cibler les formes résistantes des pathogenes est
croissante. L'ARN polymérase (ARNP), enzyme responsable de la transcription, reste une cible
privilégiée des recherches de nouvelles molécules antibiotiques. Parmi celles inhibant I’ARNP,
la rifampicine (Rif) et ses analogues sont utilisés en clinique et sont toujours employés en
premicre ligne pour le traitement de la tuberculose. Une nouvelle classe d’antibiotiques
incluant la lipiarmycine (Lpm) et la myxopyronine (Myx) a été caractérisée. Ces molécules
ciblent une autre région de I’ARNP et ont un mécanisme d'action différent de ceux
précédemment décrits. Ces deux antibiotiques sont les premieres molécules qui abolissent la
formation du complexe actif formé par ’ARNP et le promoteur, et par conséquent sont
d’excellents outils pour étudier les mécanismes fondamentaux de la transcription et de sa
régulation.
La lipiarmycine a été approuvée en mai 2011 par la FDA sous le nom de Dificid ® pour le
traitement de Clostridium difficile responsable de I’augmentation de la fréquence de la plupart
des diarrhées secondaires d’origine nosocomiale avec un fort taux de mortalité en Amérique du
Nord et en Europe. Lpm est active contre un large spectre de bactéries de type Gram positif
uniquement. Elle inhibe spécifiquement I’initiation de la transcription. Elle bloque la formation
du RPo. Dans le cas d’infections de B subtilis par le bactériophage SPO1, Lpm inhibe la
transcription précoce du bactériophage SPO1 qui est dépendante du facteur ¢ * de son héte B
subtilis. mais n’ a aucun effet sur les transcriptions moyennes et tardives (Osburne and
Sonenshein, 1980). C’est un antibiotique qui affecte différemment la transcription selon le
facteur sigma impliqué. Se référer au paragraphe «Les inhibiteurs de I’ARN polymerase»

Notre équipe a déterminé le site de fixation de la lipiarmycine au niveau des régions
switch (Gualtieri et al., 2009) ainsi que son mécanisme d’action qui est 1’inhibition de la
formation du complexe ouvert. Elle affecte la fonction de I’é1ément switch-2 par un mécanisme
d’action différent de celui de la myxopyronine. La Lpm agit avant Myx au cours de la
formation de RPo (Brodolin, 2011; Tupin et al., 2010a).

L’utilisation de nouveaux antibiotiques génére l'apparition de nouvelles résistances dont les
cibles et les mécanismes restent a découvrir. Les bactéries ont développé des mécanismes
multiples pour échapper aux effets d'un traitement antibiotique. La plupart de ces mécanismes

sont liés a la régulation de 'activité de I’ARNP qui est contrélée par la sous-unité sigma.
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Dans cette thése, nous étudierons la fonction et la structure du facteur 6'° qui orchestre les
différentes étapes de I’initiation de la transcription des génes lors de la phase exponentielle de

70 est

la croissance des bactéries. Celle-ci est essentielle a leur viabilité. Le facteur o
structurellement reli¢ au facteur sigma alternatif qui contrdle le développement morphologique,
la réponse au stress, I’activation de la virulence et le passage a la phase stationnaire.
L'interaction entre les facteurs sigma et les inhibiteurs de la transcription ainsi que le role des
facteurs sigma dans la modulation de la sensibilité de la cellule bactérienne aux antibiotiques
sont trés peu compris.

Le mécanisme spécifique par lequel le facteur ¢ peut étre impliqué dans la génération des
résistances en réponse au traitement par les antibiotiques reste a élucider. L’efficacité de
l'action des antibiotiques pourrait étre directement dépendante de la sous-unité sigma.

Dans cette étude je me suis donc attachée a déterminer les mécanismes précis par lesquels la
région 1.2 et la région 3.2 de la sous-unité¢ sigma qui modulent la fusion du promoteur, sont
impliqués dans la résistance a la lipiarmycine.

Les résultats de cette étude contribueront de maniére significative a la compréhension
des bases moléculaires de la résistance aux antibiotiques ; ils fourniront une base pour le
développement de nouveaux médicaments plus efficaces et ils feront progresser I'étude des
mécanismes fondamentaux de la transcription. Les approches méthodologiques développées

pendant ce projet pourront étre étendues a l'analyse d’autres antibiotiques ciblant I’ARNP

bactérienne et a I’analyse des autres facteurs de transcription.

B. Résultats

La région 3.2 est particulicrement variable selon les différentes espéces bactériennes et
selon les différents groupes de sigma. C’est une région conservée chargée négativement. Le
positionnement du facteur sigma dans la structure de ’ARN montre que la région 3.2 est
constituée en partie d'une boucle qui avance vers le site actif de 'ARNP et occupe en partie le
canal de sortie de 'ARN. La boucle est proche du site de fixation de la Lpm. Plusieurs acides
aminés de la boucle interagissent avec les domaines fonctionnels de I’ARNP et de I’ADN.
Nous nous intéressons aussi a la région 1.2 qui est impliquée dans la formation du complexe
ouvert et qui interagit ¢galement avec I’ADN.

Le projet fera appel a un ensemble d’approches génétiques et biochimiques en présence
de I'ARNP d'E coli sensible a la lipiarmycine et seront complétées par le docking et par la

simulation de dynamique moléculaire.
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Afin de déterminer comment le changement de la structure de la sous-unité sigma peut affecter
I’inhibition de I’ARNP par la lipiarmycine et déterminer 1’importance de la fonction de certains
acides aminés, nous avons choisi leurs positions selon I’alignement des séquences de cette
région avec d’autres sigmas et nous avons construit des mutants (Figure 24d) :

» soit par délétion de la boucle 513-516 (oa32) afin de faciliter la fixation de la Lpm au
niveau du site actif.

» soit par substitution en introduisant une charge positive ou neutre D513K (opsi3k),
D516A (opsisa) et HS18A (opsisa) dans o3, qui pourrait changer I’environnement du
site de fixation de la lipiarmycine, en perturbant les contacts entre le core de I’ARNP,
I’ADN et I’antibiotique ou en créant de nouveaux contacts.

Le résidu D516 se trouve en face de I’élément B' switch 2. Les résidus D513 et D516 contactent
le brin matrice de I’ADN au niveau de la position -3 et -4 et le résidu H518 contacte 1’¢lément
B switch 3 et B ' lid (Basu et al., 2014; Murakami, 2013; Zhang et al., 2012).

> soit par insertion des 7 résidus 193-199 du sigma 32 (¢") entre les résidus 517 et 518 (o
ws) afin de créer un encombrement stérique qui pourrait interférer avec la fixation de la
Lpm et perturbe les interactions entre 1’élément B'-SW2 et 63, et par conséquent gene
I’inhibition de 1’antibiotique.

Afin de voir si un changement de structure dans la région ¢’ éloignée du site putatif de liaison
de la Lpm pourrait affecter l'activité de 1’antibiotique, nous avons construit un mutant portant la
substitution E116G dans la région 1.2 (og1166). Le résidu E116 est impliqué dans la formation

du complexe ouvert (Baldwin and Dombroski, 2001; Zhang et al., 2012) (Figure 24 b,d).

|



intérfaée

Lipiarmycin
(d) oS, ,-HL *?VDTPLGGDSEKALLDF

cs

T
E116 63.2
L

o CiE = 7@
A513-519

K AA
0'703_2-HL S’"METPIGDDEDSHLGDF5%2

A |NSS17/518

63.2-H L/ﬁ' SW-2 o 193QPMAPVL9®
interface

Figure 24. Positionnement des mutations de la sous-unité ¢ dans la structure de I’ARNP.

(a) Structure de Ec”® d'E.coli (41GC) avec 'ADN du scaffold (de 4G70) (brin matrice d’ADN en bleu,
brin non matrice en rouge). Primer d’ARN 2nt en positions -1, +1 (jaune). Sous-unité B’ (kaki), sous-
unité B (bleu clair). Région 1.2 (magenta), région 2 (jaune), région 3 (vert foncé) et région 4 (brun). La
région 1.1 a été supprimée. Atomes Co des résidus impliqués dans la résistance a la Lpm (B’P251,
B’R99, B’R337, B V1325, B Q1256 (Gualtieri et al., 2009) (violet).

(b) Interface entre région 1.2 (magenta), région 2.3 (jaune) et brin matrice de 1’élément -10 (bleu).
Résidus tryptophanes conservés dans la région 2.3 (W433, W434). Résidu K426 dans la région 2.3 et
E116 (forme sphérique). (c) Interface entre la région 3.2 (vert), B’-SW2 (pourpre) et brin matrice
(bleu). Résidu R337 dans B’-SW2. Mutants dans la région 3.2. Atomes Ca des résidus 512 et 520
portant la délétion 513-519 (forme sphérique).

(d) Plan des sous-unités 6" et 6° avec les régions conservées 1.1, 1.2, 2, 3 4 et boucle de la région 3.2
portant les substitutions D513K, D516A, H518A. AD513-519 indiquées par des crochets. Séquence

d’insertion (INS °'7*'®) des acides aminés 193-199 de la sous-unité ¢ entre les positions 517/518.




Le géne rpoD dE.coli K12 codant le 6'° sauvage a été cloné dans le plasmide pET 28

contenant N-terminal 6xHis-tag. Ensuite, ce plasmide a été utilisé pour construire par
mutagenése dirigée les mutants précédemment cités. La production et la purification des
protéines ont été réalisées a partir de la fraction soluble.

Nous avons choisi d’utiliser également le facteur sigma S (¢°) qui est un sigma alternatif
fortement homologue au sigma 70. Celui-ci reconnait les éléments consensus -10 et -35 du
promoteur (Gruber and Gross, 2003; Typas et al., 2007). Sa région 3.2 différe du sigma

primaire, mais les charges négatives conservent les mémes positions (Figure 25).

— E.coli c70 TTLELP
S.thyfi c70
B.subtilis CA
Group 1 T.aquaticus oA
D.radiodurans oA
| M.tuberculosis CGA
M. tuberculosis ©B
Group 2 |: E.coli c38
— S.thyfi FliA
E.coli FliA
Group 3 P.aeruginosa CH
E.coli cH
V. cholerae cH
L. P. mirabilis oH

Figure 25. Alignement de la séquence de la région 3.2 selon les groupes de sigma

Pour déterminer I’activité des différents mutants, nous les avons analysés lors de la
transcription in vitro sur deux promoteurs /acUV5 et T7A1 (Figure 27a, b) qui ont des
séquences tres proches et ne différent essentiellement que par I’espacement entre les éléments -

35 et-10 (18 pb pour lacUVS5 et 17 pb pour T7A1) (Figure 26).

35 -10

L J ¥
LacUV5 —— TTTACA —18RD _ JATAAT ——
T7A1 —— TTGACT-118b "GATACT ——

Figure 26. Structure des promoteurs lacUVS5 et T7Al
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Figure 27. Effet des mutations dans la sous-unité '’ sur la transcription et sur la sensibilité de I’ ARNP
a Lpm. (a et b) Activité transcriptionnelle de ’ARNP contenant différents . Produits [**P] ARN
synthétisés sur les promoteurs lacUVS5 (a) et T7A1 (b).

(c) Quantification du run-off dans (a) et (b). (d) Run-off synthétisés sur le lacUVS5 par 'ARNP avec les
sous-unités ¢ indiquées, en présence de concentrations croissantes de Lpm. (e) Quantification Run-off
dans (a) Valeurs normalisées selon la quantité d’ARN synthétisée sans Lpm. (f) Valeurs d'ICs, calculées

dans (d).




L’activit¢ de ’ARNP contenant ogi166 (Eogi16) est quasiment la méme ou Ilégérement
supérieure a celle du Ec'’ sauvage suggérant ainsi que le résidu E116 n’est pas essentiel a la
synthese de I’ARN.

On note que D’effet de cette substitution est différent de celui rapporté précédemment pour les
substitutions E116K et E116A, qui bloquent complétement la transcription (Baldwin and
Dombroski, 2001) ou bien la réduisent de 60 % par rapport au c'° sauvage sur le scaffold qui
est un ADN synthétique (Zhang et al., 2012). Cette divergence peut étre attribuée a la nature
des résidus qui ont été substitués et a la configuration de I'ADN utilisé.

L’ARNP contenant les facteurs sigma portant une seule substitution dans la région 3.2 n’a
montré aucun défaut de synthése de I’ ARN par comparaison avec 6 *.

Eoaz, est presque inactif sur le promoteur T7A1 (7% d’activité résiduelle) a faible
concentration des NTPs (25 uM), en accord avec les études précédentes (Kulbachinskiy and
Mustaev, 2006; Pupov et al., 2014). Mais Ecas» a une activité de 50% comparée a I’activité du
Ec”’ sur le promoteur lacUVS5 et produit la méme quantité d’ARN abortif 3mer que Ec'

(Figure 28a et b).
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Figure 28. Effet des mutations dans la sous-unité o sur la synthése de I'ARN abortif
(a) [**P] ARN abortifs synthétisés sur le lacUV5 par I’ARNP avec les sous-unités o indiquées. (b)
Comparaison des produits d'ARN de (570, (55, OA32.

&



La comparaison des ratios des produits de synthése d’ARN abortif par rapport au run-off révele
que les substitutions D513K, H518A et E116G ont facilité le passage de I’initiation abortive a
1I’¢longation.

Ces résultats nous laisse suggérer que la région 3.2 n’est pas nécessaire a I’initiation de
la synthese de I’ARN, mais comme cela a été proposé, que cette région participe directement a
la liaison du nucléotide (/)NTP (Murakami et al., 2002; Young et al., 2002). Cependant 1’effet
de la délétion de o3, dans I’initiation de la transcription dépend de la séquence du promoteur.
Nous constatons que Eons n’est pas actif sur le promoteur T7Al et a une activité
significativement réduite sur le promoteur /acUVS5 (Figure 27a, b).
Ces résultats nous permettent de conclure que c'est la conformation globale de la région 3.2, et
non les contacts spécifiques formés par les résidus, qui joue un role critique dans la fonction de
o. En outre, I’intégrité de la région 3.2 de o'° est importante pour permettre 4 I’ARNP de se
séparer du promoteur, mais n’est pas nécessaire a l'initiation de la transcription parce que les
deéfauts d'initiation conférés par la délétion ou l'insertion dans la région 3.2 peuvent étre
compensés par la séquence d'ADN du promoteur. La divergence de la structure de la région 3.2

entre les facteurs o alternatifs, peut déterminer la sélectivité de promoteur par I’ARNP.

B.I) Sigma S (¢°) posséde les mémes propriétés que les mutants au niveau de

la région 3.2

Le facteur 6> (0°%) codé par le géne rpoS a un poids moléculaires de 38 kDa inférieur a
celui de 6’ car il ne posséde pas le domaine non conservé de 245 résidus situés entre les
régions 1.2 et 2.1 (Lonetto et al., 1992; Malhotra et al., 1996). De plus, ¢° contient une plus
petite région 1 que o’ (Figure?7).

" contrdle la transcription de quelques centaines de génes impliqués dans la survie des
bactéries en phase stationnaire. Il joue un role clef dans la réponse au stress (radiation UV,
variations du pH, choc osmotique et stress oxydatif), ainsi que dans le développement des
biofilms et dans la virulence. Sa concentration cellulaire est étroitement controlée par des
mécanismes de transcription et de traduction et par protéolyse. Mais dans la phase stationnaire,
cette concentration peut atteindre jusqu'a 30% de celle de 6’° (Jishage et Ishihama, 1995). o> est
considéré comme le deuxiéme facteur sigma principal chez E. coli (Nguyen et al., 1993;
Tanaka et al., 1993).

La région 3.2 de o° différe de 8 résidus sur 16 par rapport a celle de ¢'° (Figure 25 et 27d).

Afin de tester si les variations de séquence peuvent affecter la fonction de la région 3.2, nous
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avons réalisé des expériences de transcription in vitro en présence des promoteurs /acUVS et
T7A1 a faible concentration de NTPs (25 uM).

La quantité des produits longs (run-off) produite par Ec® est réduite par rapport a celle produite
par Ec’’ (Figure 27a et b). Mais le profil des produits d'ARN observés au cours de la
transcription par Eo® sur le promoteur lacUV5 est étonnamment semblable aux profils des
produits d’ARN obtenus par Ecas» et Eons, tous caractérisés par 1’absence de produits abortifs
intermédiaires (Figure 28b).

Ces résultats sont surprenants parce que l'origine des produits abortifs est d'habitude attribuée
au clash stérique entre I’ARN en extension et la région 3.2 (Murakami et al., 2002). La région
3.2 étant également présente chez 6° et oyns et on s’attend & voir d’avantage de produits abortifs
courts.

La seule explication est que la région 3.2 de o3, et celle de ong ne bloquent pas stériquement
la sortie de I'ARN au cours de I'étape d'initiation car leur conformation différe de celle du '°.
On note également que, dans les mémes conditions, mais en présence d’une augmentation de la
concentration iNTP (100 uM d'ATP) (Figure 29), les quantités de produits d'ARN synthétisés
par Gas» ou o> ont atteint le niveau de ceux produits par 6" et l'activité de omns a €té stimulée
d’environ trois fois. Cette expérience montre que la faible activité de la transcription de Ecas 2,
Ec® ou Eongs peut étre améliorée par I’augmentation de la concentration des NTP (Pupov et al.,

2014).
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Figure 29. Synthése des run-off par différents sigma a 100 pM NTP et leur quantification.
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B.II) Effet des mutations sur I’inhibition par la lipiarmycine
Pour évaluer l'impact de la structure de sigma sur la capacité¢ de la lipiarmycine a

inhiber la transcription, les différents sigmas ont été testés lors de la transcription sur le
promoteur lacUVS en présence de concentrations croissantes de Lpm avant I’ajout du
promoteur /ac UVS5 (Figure 27d).
L’expérience montre que Ec’’ est inhibé a une ICsy ~8 uM (Figure 27e, f), tandis Ec® est
inhibé avec une ICsy ~ 150 nM. Ce dernier est 50 fois plus sensible que le 6”° sauvage. La
délétion dans la région 3.2 (oa32) a aussi augmenté de I’ordre de 20 fois la sensibilité¢ de
I’ARNP a la Lpm (IC50 ~ 0,4 uM), tandis que Eomns présente une sensibilité deux fois plus
importante que celle de Ec”® (IC50 ~ 4,3 pM).
Aucun sigma avec une seule substitution dans la région 3.2 n'a produit d'effet fort sur
l'inhibition par la Lpm. Une simple augmentation marginale de la sensibilité a été observée
avec Eopsiza (IC50 ~ 5.4 uM), alors que presqu’aucun changement n’a été observé avec
Eopsiea (Figure 27e, f).
omsisa qui pourrait perturber l'interaction entre le résidu H518 et I’élément ' switch2, s’est
montré ~ 2 fois plus résistant a la Lpm.
L’effet des mutations de la région 3.2 sur la transcription et l'inhibition par Lpm peut
s’expliquer par deux mécanismes :

> Larégion 3.2 de o° et de ops peuvent adopter une conformation différente de celle de la

" sauvage. Elles n’interférent pas avec la fixation de la Lpm ou

région 3.2 du o
augmente l'affinit¢ de la Lpm a I’ ARNP.

» Les changements de conformation dans la région 3.2 affectent allostériquement
l'inhibition de la Lpm en changeant la capacité de I’ARNP a former le complexe RPo.

La combinaison des deux mécanismes est possible.

B.III) La substitution E116G dans la région 1.2 de ¢ "’ augmente la sensibilité
de PARNP a Lpm.

La région 1.2 est assez conservée parmi les facteurs ¢ du groupes 1 et 2 (Lonetto et al.,
1992). Elle ¢établit des interactions spécifiques avec la séquence GGG «élément
discriminateur» située en aval de I'¢lément -10 du promoteur au niveau du brin non matrice
(Haugen et al., 2006). Cette région module allostériquement la reconnaissance de 1’é¢lément -10
du promoteur par la région 2.3 (Zenkin et al., 2007). Elle est nécessaire a la fusion du

promoteur et a la formation du complexe RPo (Young et al., 2001). Le résidu conservé E116 de
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la région 1.2 de o " est placé a ~ 60 A du site putatif de liaison de la Lpm (Gualtieri et al.,
2009) (Figure 24a,c).

Eog1166 utilisé lors de la transcription in vitro se montre quatre fois plus sensible a la Lpm que
Ec’’ avec une ICso ~ 2,3 uM (Figure 27d, f). On constate que l'activité transcriptionnelle du
mutant Eog;16G est la méme que celle de Ec”° (Figure 27). Si I’on suppose que le site putatif de
fixation de la Lpm est localisé au niveau du site actif de ’ARNP, la substitution E116G ne peut
pas directement affecter la fixation de la Lpm et son effet sur I'inhibition serait allosterique. La
mutation E116G atténue probablement 1'action de la Lpm en compromettant l'isomérisation du
complexe RPc vers RPo, car la région 1.2 est impliquée dans la formation du complexe RPo
(Baldwin and Dombroski, 2001; Haugen et al., 2006; Wilson and Dombroski, 1997; Zenkin et
al., 2007) qui est inhibé par la Lpm. Aussi nous proposons que les fortes variations de la
sensibilité de I’ARNP a la Lpm puissent étre liées aux activités de reconnaissance et de fusion

du promoteur par le facteur 6’° qui sont essentielles 4 la formation du complexe RPo.

B.IV) L’hétéroduplex de I’ADN dans le promoteur lac UV5 abolit I’action de
la Lpm

Nous chercherons a savoir si la Lpm peut inhiber la transcription, lorsque les fonctions
du facteur sigma ne sont plus indispensables a la nucléation du promoteur.
Des expériences de transcription ont ét¢ menées sur un heteroduplex lacUVS5 synthétique
contenant la bulle de transcription (lac-bubble) de la position -5 a la position -11 (figure. 30a)
avec Eo’’ et avec Eoxs, 4 des concentrations croissantes de Lpm (Figure 30b, c¢). L’
homoduplex promoteur lacUV5 a été utilis€ comme élément de contrdle.
Les résultats montrent qu’Ecs70 ou Ecas, ont une activité semblable sur /ac-bubble tandis que
la transcription avec I’homoduplex /acUV5 a montré une sensibilité croissante plus marquée
avec Eoas qu’avec Ec''sauvage.
L’absence de transcrits courts de 4 a 8 nt sur lac-bulle et sur lacUV35, en présence de Ecas,
pourrait étre liée a 1’absence de la région 3.2. Celle-ci empéche I’extension de la chaine
d’ARN.
La transcription sur /ac-bubble est enti¢rement résistante a la Lpm et la délétion de la région
3.2 n'a aucun effet sur la sensibilit¢ de I’ARNP a I’antibiotique. Donc lac-bubble donne les
mémes résultats lorsque Lpm est ajoutée apres la formation du complexe.
Nous en concluons que la lipiarmycine devrait étre déplacée du site de liaison par I’ADN ou

bien I’ARNP pourrait accueillir I’ADN et la lipiarmycine dans le site actif.
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Nous favoriserons le mécanisme de déplacement parce que, si I’on considére la taille de la
lipiarmycine, il reste peu d'espace pour les deux ligands.

Les résultats obtenus sur /ac-bubble suggérent que, lorsque 1’étape de la fusion du promoteur
dépend du facteur sigma, la sensibilité¢ de ’ARNP a la Lpm dépend fortement de la structure de

la région 3.2.de sigma.
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Figure 30. Influence de la structure de I'ADN sur la sensibilité de I’ARNP a Lpm.

(a) Promoteur lacUVS5 et hétéroduplex lacUV5 synthétique contenant la bulle de transcription (lac-
bubble). Eléments -10 et -35 du promoteur lacUVS5 (rectangle) et site d’initiation de la transcription
(fleche). (b) Transcription sur promoteur /acUVS et lac-bubble en présence de concentrations
croissantes de Lpm. (C) Quantification de (b). Les astérisques indiquent les bandes qui ont été utilisées

pour la quantification.




B.V) La délétion de la région 3.2 et la lipiarmycine déstabilisent les

interactions entre ’ARNP et ' ADN aval.

Lors de la formation du complexe ouvert, 'ADN aval doit entrer dans le canal principal
et interagir avec les différents domaines de 'ARNP présents dans ce canal afin de former une
bulle de transcription. La Lpm cible ’isomérisation du complexe RPc vers le complexe RPo et
cela pourrait empécher la formation de contacts stables entre I'ADN et les domaines
responsables de la formation du complexe ouvert. Nous supposons que les changements de la
sous-unité sigma conférant I'hypersensibilit¢ a la Lpm pourraient avoir un impact sur la
formation du complexe RPo.

Pour explorer cette hypothese, nous avons effectu¢ des expériences de footprint a la DNase |
sur le promoteur lacUVS5, a 37°C en présence d’ARNP contenant soit GS, SOit oa32 SOit ¢ en

I’absence ou en présence de 50 uM de Lpm (Figure 31a et c¢) et nous avons comparé les
structures des différents complexes RPo.

Ces résultats montrent que le promoteur lacUV5 est protégé par Ec'° de la position -46 a +16
avec deux sites tres sensibles a la DNAsel (DHS) autour des positions -26 et -37 (Figure 31a).
Avec Ec®, lacUV5 présente une protection faible au niveau de I’élément -35 et ne présente pas
de sites hypersensibles. Les positions -18 et-19 qui sont normalement protégées par le domaine
03, sont accessibles a la DNAsel. Ceci est en accord avec les résultats déja publiés (Colland et
al., 1999) qui montrent que les interactions des domaines 3 et 4 de 6> et 6'° avec le promoteur
lacUV5 sont différentes (Figure 31c¢).

Eoa3, protege le promoteur de la position de -24 a -46 de la méme maniére qu’Ecm ; tandis que
la partie avale du promoteur de la position -24 a +16 présente une faible protection par Ecas,

(Figure 31c¢).

Les différences les plus marquées ont été observées au niveau de la protection de la partie avale
de ’ADN de la position +14 a +16; ce qui pourrait refléter la déstabilisation des interactions
entre les domaines jaw/clamp de ’ARNP et la partie avale de ' ADN (Drennan et al., 2012).

En présence de Lpm, les interactions entre I'ADN et Ec’° au niveau de la partie amont jusqu’a
la position -25 sont identiques a celles obtenues en I’absence de I’antibiotique. Par contre la
protection de I'ADN est réduite entre les positions -25 et +16 , en accord avec les résultats déja
publiés (Tupin et al., 2010a). Cela pourrait indiquer la présence du complexe RPc et du

complexe RPo.

103



Dans le complexe RPc, les contacts entre ’ADN aval et ’ARNP sont soit absents, soit
instables, alors que le complexe RPo présente une protection qui s’étend jusqu’a la position
+16 de ’ADN.

Ec® et Eas, n’établissent pas d’interactions stables en aval de la position -26 en présence de
Lpm. Par contre la partic amont de I’ADN a été fortement inhibée.

Ces résultats ont été également confirmés par la transcription in vitro réalisée dans les mémes
conditions (Figure 31b).

Nos résultats indiquent qu’en présence de la Lpm, [’holoenzyme contacte I'ADN du promoteur
au niveau de 1’¢lément -35 par la région 4 du facteur o, et en amont de cet ¢lément par la sous-
unité aCTD de I’ARNP. Mais elle ne peut pas établir de contacts stables ni avec 1’¢lément -10,

ni avec la partie avale de I’ADN.
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Figure 31. Sensibilit¢ du RPo de Ec”’, Ec®, Ecas, @ Lpm (a) Footprint DNase I du RPo formé sur le
promoteur lacUVS5 par Ec'’, Ec® et Ecas, en présence ou en absence de 50uM Lpm. LacUVS5 portant
deux fluorophores cy3 et cy2. Marqueur (M). (b) Run-off synthétisés sur /acUVS5 par Ec indiquées et
réalisés dans les mémes conditions que (a) en présence de concentrations croissantes de Lpm. Valeurs

normalisées a la quantité d'ARN synthétisée sans Lpm. (¢) Comparaison du footprint DNase [, ADN

libre (gris), RPo (noir), RPo en présence de Lpm (blanc).Positionnement des domaines fonctionnels de
I’ ARNP indiqué en bas.
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B.VI) Les régions 1.2 et 3.2 de 6'° modulent la sensibilité au froid au cours de

la fusion du promoteur
La formation de la bulle de transcription commence au niveau de 1’élément -10 et se
propage vers le site d’initiation de la transcription. Les régions 2, 1.2 et 3.2 sont impliquées
dans la stabilisation de cette bulle par les interactions avec I’ADN. Comme la lipiarmycine
inhibe la formation du complexe ouvert, nous pouvons penser que les sigmas qui ont une forte
sensibilité a la Lpm peuvent affecter la formation de complexe RPo. La fusion du promoteur
par I’holoenzyme est un processus fortement dépendant de la température et du changement de
conformation de I’holoenzyme lui-méme dépendant de la nature du sigma et du core.
Nous avons voulu savoir si les mutations conférant la sensibilité a la Lpm peuvent affecter la
fusion du promoteur.
Pour cela nous avons réalis¢ des expériences de footprint en présence de KMnO4 sur le
fragment du promoteur /acUVS5 portant deux fluorophores cy3 et cy2 (Figure 32 et 33). Les
thymines deviennent accessibles 8 KMnO4 pendant la formation de bulle de transcription. Elles
sont oxydées puis clivées par un traitement thermique en présence de la pipéridine. Le
marquage du promoteur /acUVS5 a permis de suivre trois événements :
» la fusion du I’¢lément -10 du promoteur par la région 2 est mise en évidence par la
modification des thymines T-8, T-9, T-11.
» L’accessibilité des bases de 1'¢lément discriminant est reflétée par la modification des
thymines T-5, T-3
» L’ouverture du site d’initiation de la transcription (tss) se manifeste par la modification
des thymines, T+1, T+3, T+4 (Figure 32a).
La fraction d'ADN du promoteur /acUV5 engagée dans la formation du RPo a été calculée et
correspond au ratio de 'ADN clivé sur I'ADN total engagé dans la réaction.
L’ARNP contenant le facteur sigma portant les substitutions D513K, D516A et H518A, a
formé un complexe RPo avec la méme efficacité que le facteur 6’’. Dans le cas du mutant
sigma D513K une légere augmentation est détectable (Figure 33a). Donc, la substitution d’un
seul résidu dans la région 3.2 peut changer la conformation de I’ADN. Seule une diminution
légere de la fraction du RPo a été observée dans les cas d’Eogj166, Eoas2 et Eoms.
Ec® a formé quatre fois moins de complexe RPo qu’Ec’’ (Figure 32¢). Cette différence est
causée en partie par la faible affinité du 6> pour PARNP (Kusano et al., 1996). Cependant, les
résultats du footprint & la DNase I ont également été proches (Figure 31a).c° pourrait étre

déficient dans la fusion de promoteur.
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L’analyse de I’efficacité de la formation du complexe RPo effectuée en présence de 50 uM de
Lpm a montré qu’Ec’’ et Eoysiga ont été inhibés a 50 % (Figure 32c¢). Cela est en accord avec
les résultats obtenus lors du footprint & la DNase I qui montraient ’existence des deux
complexes RPc et RPo dans le cas d’Ec’".

L’ ARNP contenant 1’un des sigma (6psi3k, Opsiea €t Oins) est plus sensible a Lpm que Ec’’.
L'inhibition la plus forte a été observée avec EGS, Eoasz et Eogiieg (Figure 32¢). Ces résultats
sont en parfaite concordance avec les valeurs ICsy obtenues lors de la transcription (Figure 27
f).

Il n’y a aucune corrélation évidente observée entre la sensibilité & Lpm et la capacité de fusion
du promoteur par I’ARNP.

Nous avons testé la capacité des différents sigmas a former un complexe RPo dans des
conditions telles que la fusion de I’ADN devient dépendante du changement conformationnel
de ’ARNP a différentes températures (Buc and McClure, 1985; Rogozina et al., 2009). La
formation des complexes de I’ARNP avec le promoteur /acUV5 a différentes températures
(15°C, 20°C, 25°C, 30°C et 37°C) a été réalisée par des expériences de footprint en présence
de KMnO4 (Figure 33b, ¢, 34 et 35).

L'efficacité de ’ouverture de I’ADN a chaque position des thymines a été¢ quantifiée. Dans le

70
casduoc',1

'ADN s'ouvre au niveau de I’élément -10 a une Tm de ~ 20°, et s’ouvre également
au niveau du site d’initiation de la transcription (tss) & une Tm de ~ 25° (Figure 33c). La
délétion dans la région 3.2 a augmenté la Tm au niveau de I’élément -10 ~ 24 °, et également
au niveau du (tss) ~ 27°; mais elle a diminué légerement la différence de la Tm entre les parties
amont et aval de la bulle de transcription (Figure 32b et 33).

Les ARNPs contenant les facteurs ¢ portant les substitutions d'acides aminés : D513K et
H518A, n’ont montré aucune sensibilité au froid au cours de la fusion du promoteur (Figure 34
et 35a). La substitution D513K a diminué la température de transition de tss qui s’approche de
Tm de I’¢lément -10 (Zenkin et al., 2007).

L’ensemble de ces données montre que la région 3.2 est impliquée dans la stabilisation et dans
le maintien de la bulle de transcription dans le complexe RPo.

Eoki166 @ montré une dépendance encore plus forte a la température avec une Tm supérieure a
30°C largement supérieure & la température de fusion de celle de Ec’°, nous suggérant ainsi que
la région 1.2 joue un rdle critique dans la formation du complexe RPo, probablement en
stabilisant les contacts entre le domaine o, et 1’élément -10.

La dépendance a la température de la formation de la bulle de transcription par Ec® était

semblable a celle d’Eogi16G €t A’Eoaza.
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Ec® nécessite une haute Tm pour I’ouverture de la bulle, mais il n’y a aucune différence de Tm
entre les régions en amont et en aval de la bulle de transcription. Cela indique que la structure
des régions 1.2 et 3.2 pourrait étre responsable de I’augmentation de la sensibilité au froid de
Ec® (Figure 35c¢, d).

Le fait que toutes les variantes de sigma hypersensibles a Lpm ont aussi une haute température
de transition, nous amene a suggérer que la délétion de la région 3.2 et la substitution E116G
dans la région 1.2 pourraient affecter la fixation de la Lpm allostériquement en compromettant
la formation du RPo.

L’insertion des 7 résidus 193-199 du sigma 32 (¢") entre les résidus 517 et 518 (o ns) ainsi que
les substitutions des acides aminés D513K et D516A n'ont pas eu d’effets sur la fusion du
promoteur, mais Eos, Eopsisk et Eopsiek ont montré une sensibilité 1égerement plus forte a
Lpm probablement en changeant directement 1’affinité de la Lpm sur son site de liaison dans

I’ARNP.
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Figure 32. Effets des variations de la structure de la sous-unité ¢ sur la formation du RPo a 37 °C. (a)
Structure de la bulle de transcription du promoteur lacUVS5. Régions o (gris) et 3 '-SW2 (blanc).
Elément -10 (rectangle). Discriminateur (gris). Thymines oxydées par KMnQj (triangles noirs). (b)
Footprint KMnO4 du RPo sur promoteur lacUVS5 portant deux fluorophores cy3 et cy2. Positions des
thymines indiquées. (c et d) Quantification de I'expérience (b). Les valeurs représentent la fraction
d'ADN dans RPo (a) en présence de 50 uM Lpm (d).
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Figure 35. Formation du RPo sur le promoteur lacUV5 par Ec ys;ga et Ec®. (a) Footprint KMnO4 du
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Quantification des données dans (c) et (d).
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C. Simulations de dynamique moléculaire (DM) et le Docking

Selon nos résultats biochimiques, on peut dire que la région 3.2 peut adopter différentes
conformations dépendantes de sa composition en acides aminés. La mobilité de cette région
peut étre restreinte par les ligands (ADN, ARN, antibiotiques) qui se fixent dans le site actif de
I’ARNP. La position de la boucle peut avoir un impact sur la fixation de ces ligands. Afin
d’obtenir un nouvel apercu sur le mécanisme d'inhibition et analyser 1I’impact des mutations de
la région 3.2 sur la flexibilité et la mobilité de la boucle au niveau du site actif de I’ARNP, nous

avons réalisé des simulations de DM et le Docking en collaboration avec Dr. L. Chaloin.

C.I) Simulations de dynamique moléculaire

La superposition des structures cristallographiques de I’holoenzyme de I’ARNP d’E.coli
(41GC) et de Thermus thermophilus (1IW7) avec celle du complexe de I’ARNP de Thermus
thermophilus en présence de I’ADN scaffold -10 (4G70, 4Q4Z) révele que la boucle de la
région 3.2 peut occuper différentes positions.
Dans I’holoenzyme, cette boucle est positionnée au niveau du canal de sortie de I’ARN et
pourrait entrer en conflit (clash stérique) avec les bases -4,-5,-6 du brin matrice de I’ADN,
tandis que dans le complexe de I’ARNP avec le scaffold, la boucle de la région 3.2 est orientée
vers 1’élément B' switch 2.
Afin d’analyser comment les substitutions dans la région 3.2 de ¢’° affectent sa conformation et
son interaction avec I’élément B' switch 2, nous avons réalisé des simulations de dynamique
moléculaire réalisées pendant 10 ns en eau explicite (voir détails dans la partie «Matériels et
Méthodes») sur la structure de I’holoenzyme d E.coli (41GC) contenant le 6’ sauvage, puis sur
deux mutants : ’'un portant la substitution D513K et le second portant les substitutions des

résidus 504 a 530 du o° (Figure 36, 37, 38 et 39).

Durant ces simulations, le systéme compte plus de 400 000 atomes, ce qui explique la durée des
simulations de dynamique moléculaire qui est relativement courte. Il est a noter que des
simulations plus longues sont nécessaires afin d’avoir un parfait échantillonnage de 1’espace

conformationnel.

Les résidus de I’¢lément ' switch 2 de la position 330-346 ont été modélisés selon la structure
de I’holoenzyme de Thermus thermophilis (4G70). Ces simulations ont montré que deux

parties de la boucle de ¢'° sauvage possédent une forte flexibilité :




e les résidus (DDED) de la position 513-516 chargés négativement contactent les bases -
4, -3 de ’ADN et I’¢lément B' switch 2 (Basu et al., 2014; Zhang et al., 2012)
e les résidus de la position 519-525 qui se trouvent au niveau de 1’entrée du canal de

sortie de I’ARN, contactent les résidus B'-SW3 1250-1254 et §'-LID 253-255

-3, -4 c region 3.2 |[*®*c" WT

Figure 36. Fluctuations des atomes Ca des résidus 504 a 530 de la région 3.2

On peut conclure que la conformation de la région 3.2 pourrait affecter les fonctions des
¢léments B' switch 2, B switch 3 et B ' lid dans lesquels les mutations ont conféré des

résistances a la lipiarmycine (Gualtieri et al., 2009) (Figure 37).

Figure 37. Interaction de la région 3.2 (vert) avec le résidu Q1256 du B-SW3 (bleu clair) et le résidu

P251 du B'-LID (jaune) dont les mutations ont conféré une résistance a la lipiarmycine (Gualtieri et al.,
2009).
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La substitution D513K n’affecte pas la flexibilité¢ globale de la région 3.2. Ceci est confirmé
par les résultats biochimiques qui ont montré que cette substitution n’a aucun effet sur la
formation du complexe ouvert et ont montré une faible inhibition en présence de la Lpm.

La région 3.2 de > a montré une augmentation de la flexibilité aux positions 517-519 et 524,
525 pouvant avoir un effet sur la mobilité et la conformation de toute la région.

En effet, la comparaison des changements de distance (RMSD) au cours de la simulation de

0 ainsi que celle du mutant ops;sx ont un

DM sur 10 ns a révélé que la région 3.2 de o
comportement semblable avec un déplacement moyen des atomes Ca de 2-3 A ; alors que la
région 3.2 de 6° a montré une mobilité plus importante avec un déplacement des atomes Col
jusqu'a 6 A. A la fin de la simulation de DM, la fluctuation de la boucle de la région 3.2 de o° et

celle de o psi3x est supérieure a celle de o (Figure 38).

70 i 0
— oW | el oregion 3.2 [ — o™ wr
— opsiak| © || — o D513K
—

5
Time (ns)

Time (ns)
Figure 38. Déviation spatiale au cours de la simulation des atomes Co de B'-SW2 et de la région 3.2

du facteur sigma comme indicateur de la stabilité conformationnelle.

L’analyse des changements de distance D(t) entre le résidu D514 dans la région 3.2 de ¢° et le
core de I’ARNP révele que la boucle s’éloigne de 10 A du résidu R337 de I’élément B' switch 2
et s’approche du résidu Q 510 de B lobe 1. En revanche, le changement de distance D(t)de

opsi3k est proche de celui de 6" (Figure 39).

o D514 - B Q510||— &°wrT
— o D513K
S

Time (ns)

Figure 39. Changements de distance D(t) entre les atomes Co du résidu D514 dans la région 3.2 et du

résidu Q510 du P lobe
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L’¢lément B' switch 2 (résidus S326 - R346) est un partenaire fonctionnel de la boucle de la
région 3.2. Il interagit avec les bases -2, -1, +1, +2 du brin matrice de 'ADN.

Cet ¢élément montre moins de flexibilité que la boucle de la région 3.2 (Figure 40). La
flexibilité de ses résidus 333 a 335 et 344 a ¢été¢ 1égerement affectée par les substitutions au
niveau de la boucle de la région 3.2 suggérant 1’existence d’interactions entre les deux régions.
La dynamique de ' switch 2 avec soit 6 ps3x, soit (SS, montre une augmentation de la mobilité
du résidu K334. Ce résidu contacte les bases +1 / + 2 de I'ADN. Ceci est confirmé par les
résultats biochimiques qui ont montré une augmentation de I’accessibilit¢ de KMnO4 a la
thymine en position +1 dans la formation du complexe ouvert contenant les ARNPs avec

ODs513K €t o> (Figure 31 et 35c, e).

Ces résultats suggérent que la mobilité conformationnelle de la boucle de la région 3.2 dépend

fortement de la composition de sa séquence et différe entre le sigma principal et le sigma

alternatif.
25
E | _ o WT
] e — } e 5 D513K

g - : ' *—e US
T I et P i e e
o\ s
= -
o 1 i S S

0,5F-

Figure 40. Fluctuations des atomes Co. de B'-SW2.
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Les résultats des simulations de dynamique moléculaire ont fourni une explication pour les
substitutions aussi bien que pour la délétion dans la région 3.2 qui ont produit des effets
semblables sur la transcription in vitro et sur la sensibilité a la Lpm.

La suppression de la région 3.2 pourraient affecter la fonction de 1’¢lément B' switch 2 et
l'organisation de la bulle de transcription avec un effet important sur la stabilit¢ du complexe

ouvert, sur la synthése des produits abortifs et sur I'inhibition par la Lpm (Figure 41)

+Lpm

ot \\

i i _,.,-—-‘\\
Active site |

Figure 41. Mécanisme de compétition au cours de I’inhibition par la Lpm et role de la boucle de la

Active site

région 3.2 (vert) interférant entre le brin matrice d’ADN (bleu) et Lpm (rouge) au niveau du site actif de

I’ARNP.
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C.II) Docking

Afin d’obtenir un nouvel apercu sur le mécanisme d'inhibition et sur le mode de liaison,
nous avons réalis¢ des tests d’amarrage moléculaire «docking» de la lipiarmycine dans le site
actif de ’ARNP en utilisant la méme structure que celle utilisée en dynamique moléculaire. Le
docking a été réalisé avec les logiciels GOLD, CCDC (Jones 372 et al., 1997) et PLANTS
(Korb et al., 2009) utilisant deux algorithmes différents pour la recherche de solutions (ou plus
communément appelé pose de docking). La procédure de docking est décrite dans la partie
«Matériels et Méthodes».

Le site de liaison putatif de la Lpm a été défini a partir de la cartographie des mutants spontanés
in vivo conférant la résistance a 1’antibiotique (Figure 24B). Parmi les résidus impliqués dans
la résistance, nous avons choisi le résidu R337 de 1I’élément B' switch 2 comme centre de
recherche pour le docking (sphére de 15A de rayon autour de ce résidus). Le mode de fixation
de la Lpm sur I’ARNP est prédit par recherche des meilleures solutions avec 50 séries
d’algorithme génétique. Les solutions sont ensuite classées par une fonction de score qui
représente une estimation de I’affinité théorique de liaison.

En effet, ce résidu R337 est probablement impliqué dans le site de liaison de la Lpm parce que
sa substitution a supprimé I'inhibition par Lpm en ’absence de 6’’ (Tupin et al., 2010a).

Tout d’abord, nous avons utilisé les structures de I’ARNP issues soit du début, soit de la fin de
la simulation de dynamique moléculaire. Avec o' le docking a généré des solutions mais de
trés faible score (proche de zéro) aprées les simulations de DM, ce qui montre une fixation de
trés faible affinité dans ces conditions. Avec opsi3k, la Lpm présente un score 1égérement plus
élevé et le score le plus élevé a été obtenu avec le facteur d’échange o° (Figure 42A). Excepté
pour ¢°, la fixation de la Lpm n’est pas favorable dans ce site de par les contraintes stériques
existantes entre la région o et le § switch 2. Aussi, la conformation de la région 3.2 affecte les
résultats du docking. Cela confirme que la mobilité de cette région peut avoir un impact sur la

fixation de la Lpm.

Quand le docking est réalis¢ avec plus de flexibilité¢ (sur des conformations issues de la
dynamique) au niveau des résidus (K334 et Q335) de I’élément ' switch 2 et dans la région 3.2
(D513, D514, E515), les scores sont significativement plus grands, ce qui indique une fixation
de plus forte affinité que précédemment et nous avons trouvé un site commun de fixation de la

Lpm dans E070, dans Eops3k et dans Ec® (Figure 42B, C).
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Dans tous les cas, le site de liaison de la Ipm a été placé en dehors de la région 3.2, et la sous-
unité sigma n'est pas nécessaire a la fixation de la Lpm. Cependant, nous ne pouvons pas
exclure que ’interaction entre la Lpm et la région 3.2 de ¢'° pourrait affecter l'affinité de la

Lpm.

oWT oD513K oS
A (score = 45/0) (score = 43/75) (score = 76/88)
oWT oD513K ¢S
B (score = 88) (score = 86) (score = 89)
7
)
¢ <
oWT oD513K ¢S
C (score = 86) (score = 96) (score = 93)

ge &

Figure 42. Docking de la Lpm dans la structure de I’ARNP d'E.coli avec le programme GOLD.

A. Docking de I’ARNP contenant 6" (bleu), opsisk (rouge), 6> (vert). B et C Docking réalisé aprés
dynamique moléculaire en incluant de la flexibilité pour les chaines latérales des résidus (K334 et

Q335) du B' switch 2 et celles de la région 3.2 (D513, D514, E515).

Les résultats du docking nous indiquent que la mobilité de la boucle de la région 3.2 pourrait
avoir un impact sur la fixation de la Lpm. Nous avons conclu que cette boucle pourrait

interférer avec la fixation de la Lpm dans le cas d’Ec’’, mais pas dans les cas d’Ecas 2 et Ec>.
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La modélisation de I'ADN -10-Scaffold (4G7H) avec la structure de I’ARNP d’E.coli contenant
la Lpm a révélé que cette molécule occulte le passage de I’ADN simple brin entre les positions
-3 et +4 (Figure 43). En outre, la boucle de la région 3.2 du ¢° aprés les simulations de DM, se
heurte a I’ADN simple brin de la position -4 a -7 et devrait étre déplacée vers le site de liaison
de la Lpm pour permettre la fixation de ’ADN. Donc, la fixation de la Lpm n'est pas
compatible avec la fixation de ’ADN simple brin. Ceci est en accord avec les résultats
biochimiques qui montrent que la Lpm n’inhibe pas I’ARNP si elle est ajoutée apres la

formation du RPo.

Figure 43. Modélisations structurales des interactions entre Ec’’, Ec®, Lpm (gris rouge) et le brin

matrice de ’ADN au niveau du site actif (bleu).
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D. Conclusions

Ces travaux ont permis de caractériser le mécanisme moléculaire de la fusion du

promoteur et de déterminer le role de la région 3.2 et de la région 1.2 dans la résistance a la

lipiarmycine.

IIs ont permis d’établir plusieurs conclusions majeures :

>

La délétion de la région 3.2 et la substitution E116G dans la région 1.2 affectent
allostériquement l'action de la lipiarmycine en compromettant la formation de complexe
ouvert.

La région 3.2 du facteur o° et du ops peut adopter une conformation différente de celle
du ¢’°. Dans ce cas, elle n’interfére pas avec la fixation de la Lpm et /ou augmente
l'affinité de la Lpm a I'ARNP.

Ces résultats suggerent que la conformation et la mobilité de la région 3.2 dépendent
fortement de sa séquence qui varie selon le sigma principal et selon le sigma alternatif
Les mutations dans la région 3.2 changent son état conformationnel et sa mobilité

La conformation de la région 3.2 impacte 1’ouverture du promoteur et la séparation de
I’ARNP du promoteur

L'ouverture de 'ADN du promoteur est une cible pour la régulation génétique et pour
les antibiotiques

Les régions du facteur sigma impliqués dans 'ouverture de I'ADN inhibent l'action de

I’antibiotique

Les résultats de docking indiquent que cette région 3.2 doit étre trés mobile (flexible) pour

favoriser la fixation de la Lpm dans le site actif. Avec des structures issues de la

cristallographie et sans flexibilité¢ des chaines latérales, le docking de la Lpm est trés difficile

(faible score) du fait des contraintes stériques. Aussi, les mutations dans cette région qui vont

augmenter la flexibilité permettront d’augmenter I’affinité de la Lpm pour sa cible, comme cela

a été observé pour le facteur o°.

Le docking suggére que Lpm rentre en compétition avec le brin matrice de I'ADN lors de la

fixation au niveau du site actif.
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Abstract

Initiaton of ANA synthasis by bactenal RNA polymerase (RNAP) mquires malting of promatar DNA, which is
nucleated by the o subunit during formation of the “open” promoter complex (RP,). The antibiotic ipiarmycin
{Lpm) inhibits promaoter melting by blocking access of the templata DNA strand to the ANAP active-site cleft.
Here wa show that Escharichia coll RNAP hol containing either housekeaping o’ with a dedetion in
the region 3.2, or the stationary phase o subunits exhibited hypersensitivity to Lpm and increased cold
sensitivity of AP, formation. Similar effects wene produced by mutation located - 60 A away from the Lpm
binding site witin o™ region 1.2, controlling = 10 promotar element recognition. Our data suggested that
template strand single-strandad DNA compates with Lpm for binding to ANAP and that o’ regions 12 and

3.2 attenuate Lpm action by promotng DNA duplex opening.

€3 2015 Bseviar Ltd. All ighls resarved.

Introduction

Bacterial DMA-dependent RNA polymaerase
{RMNAP) consists of a catalytic com (0B w subunits)
and an auxiliary o subunit required for promoter
recogniton, promoter DMA unwindng and de nove
inifation of RNA synthesis. In Eschanchia cal, he

ing 0”9 subunit controls expression of he
majonty of the genes during exponantial growth, while
o bacomes active during the stationary phase and
sress response [1]. Durng transcription inifiation,
AMAP first forms an inactive “closed complex” (AP}
with the double-stranded promoter DMNA, which
isomarizes to the catalyically active “open complax”
(AP.) through several transient intermediates
(reviewad in Raf. [21). In RP;, - 13 bp of the promotar
DMA around the transcription stant site is unwoend
forming a transcription bubble, and template single-
stranded DNA (ssDMNA) is accessible for the
initiation of ANA synthasis. During RP. formation,
the o subunit domains 2 (o) and 4 (0,) recognize
the =10 and =35 elaments of the promoter,
respectively, and ¢, nucleates DNA melting at the
=10 element by trapping the T_,, and T_; bases of
the non tempiate DNA strand flipping out of the DNA
duplax: [3]. After DNA stmand separation, the

D022-FEEAS 2015 Elsevier Lid. AN nghis ressrved.

template DMA strand fits into the active site, whila
the DMNA duplex downstream of the transcription
start site of the promaotaer binds to the channal formed
by the ANAP §'and B subunits pincers (B jaw/damp
and B loba domains). Thesa intaractions established
in AP, persist in the elongation complex after
promotaer escape [4-6]

In addition to the interactions of the o, and o.
domains with the =10 and = 35 promoter consensus
dements, the o subunit megions 1.2 (0, -) and 3.2
(05 2) make ex-consensus contacts with the promater
nontemplate and template ssDMA srands, respec-
tively (Fig. 1). Rﬂmi?mﬂaﬂsm*ﬂiﬁcmmmr
saquence located downsraam of the — 10 alemant [7]
and medulates the 10 elemant binding allostencally
{B8l. Tha region 3.2 hairpin loop (dao-HL or “o-
az-finger”), analogous to the eukanyotic TFIIB B-read-
o loop (also callad "B -finger™) [9,10], protrudes toward
the catalytic site, and its residues (D514, D516, 5517
and F522) interact with the template ssDNA at
positions —4 and -3 [45 (Fig. 1b and c). It has
been proposed that o region 3.2 acts in concert with
the §' switch 2 mgion B-5W2 in positioning of the
template ssDNA at the active site, whichoccurs during
the formation of AP, [11,12]. The amino acid

saguences of o megion 3.2 amre highly consened

+ Mol Bioi @016 428, 463476
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o, -HUP' SW-2
interface

o HL TYDTPLGGDSEKALLDE™

ot
=
El16 032
ooy 000 2] ’

A51-510 /

' A A
o, HL “METPIGDOEDSHLGOF

Ao

o “OPMAPVL™

=>

Fig. 1. Pasitioning of the o’ subunit mutations in the structure of RNAP. (2) Structural modal of the E. colf 6 7°-RNAP
holoenzyme (4IGC) in complex with the — 10 scaffoid DNA (rom 4G70) (biue, tempiate strand; red, non-&mplate strand)
and 2-mer RNA primer annealed to positions — 1 and + 1 (yellow). Core RNAP is shown as samitransparent molacular
surface: B, khaki; B, ight blus; a, yellow. o’* is shown as a ibbon model. Ragion 1.2, magenta; @ region 2, yaliow; 0 ragion
3, dark grean; o region 4, brown. o Region 1.1 was removed for clarty. The C© atoms of the residues implicated in Lom
rasistance (B'P251, F'RA9, f'R337, V1325 and Q1256 25]) are depictad by violet spheres. (b) Intedace batween o
region 3.2 (green ribbons), B-SW2 {pumple ribbons) and emplate strand ssDNA. Residue R337 in f-SW2 and residuss
D513, D516 and H518inregion 3.2 ars shown as sbck modets. The C* atoms of the residues 512 and 520, Jocated at the
boundarias of tha deletion A5 13-519, ara shown as CPKmodels. (¢) Interiace between a regions 1.2and 2.3and the-10
alement nontemplate ssDNA. Color codes are as in (8). The conserved tryptophan residuas (W433 and W434) and
residus K426 in ragion 2.3 are shown as stick modals. The E116 residua is shown as space-filled modal. (d) Schematic
presentadon ofthe o’ and o subunits with the evalutonarity consernved regions 1-4 colorcoded as in (8). The sequence
of the 04.-HL from @™ is shown with the posifons of the substitutions studied in this work (D513K, D516A and H518A)
underiined. Posifon of the deletion A513-519 is indicated by square brackst Sequence of the insertion (INS®7518)
comprising amino acids 193-199 from the o™ subunit is shown baneath. Tha insartion site is indicated by black triangle

and the amino acikds are shown in bokdiace.

batween group | o subunits, while they are divergent
between alternative ¢ subunits {Fig. S1a). Noticeably,
the o32-HL of the heat shock o' subunit harbors an
insertion, while the group IV o subunits lack 04-HL.

A group of antibiotics, Including myxopyronin
(Myx) and lipiarmycin (Lpm, also known as tlacumi-
cin B or under the trade names fidaxomicin and
Dificid), targets the RNAP “switch® regions and
inhibits distinct steps in isomenzation from RP: to
RP, [13-15]. It has been demonstrated that Lpm
fully inhibits the formation of transcription bubbles
[12,13], while Myx inhibits opening of the transcrip-
tion stan site [16]. However, the precise mechanism
of inhibition remains unclear. Lpm has been sug-
gesiad to act by blocking the fitting of the template

DNA into he RNAP active-site cleft [12], while Myx
prevents RNAP ciamp opening [17] or stabilizes
nonfunctional, refolded, conformation of B-SwW2
[16]. The role of the o subunit in RNAP inhibition
by SW2-argeting antibiotics has not been explored
thoroughly. o™ subunit region 3.2 is positioned
close to the cluster of mutations conferring resis-
tance to Lpm, and it interacts with the clamp
elements: §'-SW2 and f'-Lid [12,14,15] (Fig. 1b).
Owing to its position on the RNAP structure, o region
3.2 may (1) directly interfere with Lpm binding and
(2) aliosterically modify the Lpm binding site on core
BNAP or produce both effects. Tupin et al. conclug-
ed that the deletion of amino acids 513-519 in ¢”°
region 3.2 conferred resistance to Lpm [12]. Here we
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revised this assertion and found It to be incorrectin  used site<directed mutagenesis and biochemical
agreement with the reports from other groups [13,15]  assays to explore the role of the o™ subunit in the
(see below and Supplemental Data and Fig. $1). We  inhibition of RNAP by Lom. Our study demonstrated
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Fig. 2. Eifect of mutations in the o’ subunil on transcription and the sensitivity of RNAP o Lpm. {a and b}
Transcriptional activity of the RNAPs containing the indicated o subunit variants. [**P]RNA products synthesized on the
ladUV5 (a) and T7A1 {b) promotars in the single-round run-off transcription assay. (¢j Quanfifcation of the run-off
{*“PJRNA products from the gels shown in (a) and (b). (d} Run-off {**P]RNA products synthesized on lacUVS promoter by
RNAPs containing indicated o subunits in the presence of increasing concantratons of Lom. (e) Quantfication of tha
run-off [ PJRNA products shown in (a). Valuas were normalized o the quantity of RNA synthesized without Lom. (f) ICs,
values calculaisd on ths bases of the gsls shown in (d). Mean values and standard deviations of thres indepandent
axpernments are shown.
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that the structune of the o subunit regions 1.2and 3.2
strongly afected the ability of the drug to inhibit AP,
formaticn. Furthen‘ru:ire Lprn displayed high sadal:
tivity for ANAP ¢ statiorary phase o°

suggesting that antibiotics could play a role hmﬁ

growth phase-speciic regulation of transeription

Results

The o™ region 3.2 hairpin loop is not required
for de novo initation of ANA synmthesis on the
lfacUV5 promoler

To explore systematically how in the
structure of the o subunit could affect the eficienc
of ANAP inhibition by Lpm, we used a panel of a’
mmantsandﬂ'mstamlar}'maﬂ&a subunit, which
ishighly homologousto o’ © and rec identical
=10 and -35 promoter consensus elemeants [1,18].
We constructed o™ with the deletion of amino acids
at positions 513-519 in the r 3.2 hairpin loop
{Opa) and with the insertion of sewen amino acids,
comesponding to residues 193-199 of heat shotk
g betwean o positions 517 and 518 (Tws)
(Fig. 1d). The insertion might disrupt or modify the
intemction between B'-SW2 and 0,--HL andior
create steric hindrmance of Lpm binding. Also, o™
siibunits, containing substtutions D51 (G 1),
D516A [Ops1sa) and HSTBA (Oynyma ) IN 04 o-HL, wers
constructed. These substitutions could changa the
envircnment of the Lpm ing site by dismupti
creating new contacts with core ANAP and template
ssDNA (Fig. 1b) [5,19,20]. In ad-l:ﬁuun to explons
wihathar in the regions of o™ distant from
tha putative Lpm binding site could affect the
antiblotic activity, we constructed substitution
E11643 in o reglon 1.2 (0z418a), which is implicated
in AP, formation [5,21] (Fig. 1c and d).

The ability of the purified o subunit vanants to
support the da novo indtiation of RMA synthesis was
tested in a singla-round run-of transcription
on the lacdUVs and TTAY promoters (Fig. 2a and b).
The activity of Ogy 1ae waama same or greater than
the activity of wild-type o™, suggesting that E116 is
not essaential for the Malmuf RMA synthesis, This
finding differed from previous repons, showing hat
substiutions E116K and E116A either complataly
blocked transcription from the promoter template
[21] or reduced it to 40°% of the wildtypa ANAP on
the synthatic scaffold template [5]. The discrepancy
in results might have accounted for the identity of the
substituting residues and the configuration of DNA

tos.

RAMAPs containing o subunits with singla amino
acid substitutions in o region 3.2 showed no defects
in AMA synthesis and only minor differences in tha
pattems of abortive AMAS (Fig. 2a). ANAP centin-

ing tha 0.4 - subunit was almost inactive in the de
nove initation of ANA synthesis (76 of residgual
activity) on the T7A1 promoter at low NTP concan-
trations (25 pM), in agreement with previous repots
[22,23]. Stnkingly, Oaz:-RMAP exhibited greater
activity in run-cff RMA synthesis on the BcUVS
promoter (50% of wild-type o™ activity) and pro-
duced almost the same amount of 3-mer abortive
RAMA product as the wid-type RMAP (Fig. 52a).
Comparison of the ratios of abortive to nun-off RRMA
products reveled that substitutions D513K, H518A
and E1183 increased efficiency of promoter escapa.
This result a?ﬁad that 0z =-HL is not required for
tha priming of ANA synthesis and that the offact of
Oxao-HL delation on da novo initiation depends on
tha promoter DNA seguence. The most dramatic
defect in transcription was introduced by the
insarton (Ol which fully abolished transcrption
from the T7A1 promoter and showed significanthy
mduced activity on the acUVE promoter (Fig. 2a and
b). Based on these results, we thesized that it
was the overall conformation of o region 3.2, but not
the specific contacts formed by the particular
residuas, that played a critical role in o function.

The station
the mutant o

phase o mimics properties of
with changes in region 3.2

The group |l stationary phase o® hatbors a
Fulldength” 04 HL that is divergent from o™ in 8
of 16 positions (Fig. 1d and Fig. S1a). In the
transcipion assa.y pedfomed on acUVS and Al
promoters, o5-ANAP produced diminished amounts
of run-off products (Fig. 2a and b). Futhermora, the
pmem of ANA products observed during transcription
by o®-ANAP on the ladJVS promoter was strikingly
similar to the pattems obsemned with the mutant
BRMNAPs conBining o sy o and Oy, and the pattem was
characterdzed by an almost complete lack of the
intermedae size aborthe RbAs (Fig 520). The tator
msult was sumpising because the ongin of abortive
RMNAs has usiually been atinbuted to the sterdc dash
batwaan growing F!Nﬁd'bammauHL [24] which
should ocour in both, o® and oye. The only rationa
axpdaﬂaim for the above facts woulkd be that regions
32 of 0 and ows did not interfare with extension of
the nascent AMA products because their conforma-
tion differed from the conformation of region 3.2 inthe
o™ subunit.

RNAPs containing o®
hypersensitivity to Lpm

and oa;5 exhibited

To assess the impact of the o structure on the
inhibitory activity of Lpm, we tesied RMAPSs contain-
ing the above-descibed o subunit vadants in a
single-round mn-off tanscription assay on the
laclV5 promoter in the presence of increasing
concentrations of the antiblotic (Fig. 2d). The
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ANAFP ¢ a’? tolerated micromolar concen-
trations of Lpm (/Cg - B pM; Table 51 and Fg. 2e
and f), while the RNAP containing o exhibited
-50-fold greater sensitivity and was inhibited at
nanomolar concentrations of Lpm {ICs; = 150 nM).
The gas 2 subunit also increased the sensitivity of
AMAFP © Lpm by -20fold (ICso - 04 pM), while
RMNAP containing o, displayed only 2-fold greatar
sonsitivity (1Cgy - 4.3 pM). None of the single amino
acid substitutions in o region 3.2 produced strong
affects on Lpm inhibiticn. Thus, a marginal increase in
sensitivity was obsenved with Opgyax (s - 5.4 pM),
whila aimost no change was observed with Tosiaa
{Fig. 28 and f). Interastingly, ANAP containing o™
with substitution HE1BA, which could dismupt H518
interaction with the B'-5W2, was -2-fold mom
resistant to Lpm Taken together, the offects of o
region 3.2 mutations on transcription and Lpm
inhibition  wem consistent with two mechanisms:
{1) regon 32 in and mutant o™ could adopt
conformation different from that in wild-type o™ and
that did not interfere with Lpm binding or increase the
affinity of Lpm for RMNAP and (2) changes in region 3.2
indirectly affiected Lpm inhibition by changing RNAP
proficiency in AP, formation. Fnally, a combination of
both mechanisms is possible.

Substiluion E116G In o™ region 1.2 Increased
the sensitivity of RNAP to Lpm

The evolutionarily conserved E116 residue in g™
region 12 is located -60 A away from the Lpm
binding site infared from the mapping of the Lpm"~
mutations [25] (Fig. 1a and ¢). Surprisingly, in run-off
transcription assay, the mutant Ogy 1g=-RNAP exhib-
ited 4-fold greater sensithvity to Lpm (ICs ~ 2.3 pM)
than the wild-type RNAP (Fig. 2f and g). Mote that the
trmmm EET.M'["_:' l:lf 'H‘I-E m EEI| 1EE'HNAP
was the same as the activity of the wild-type enzyme
(Fig. 2). Assuming that Lpm binding site is
positioned in the ANAP active-site cleft, the substi-
tution of E116G could not directly affect the antibiatic
binding, and its affect on inhibition should be indirect
(probably allostaric). Because o region 1.2 has
bean implicated in AP, formation [7 8,21 28], the
E116G mutation likely attenuated Lpbm action by
compromising the isomedzation from RP, to AP,
Thus, wa proposed that the strong o-depandent
variations in AMAP sensithity o Lpm may ba related
to the promoter binding/melting activities of o™,
which are essential for RP, formation on the
double-stranded promoter DMNA template.

Mismatch bubble spanning the - 10 element of
the promoter DNA abolished Lpm action

To explore whather Lpm could inhibit transcription
from the promoter DNA template, under condition
whenein the o function in the nucleation of promoter

melting was dispensable, we used a hetercduplex
laclV5 promoter containing a mismatch-bubble
(lac-bubble) spanning promoter positions -5 to - 11
(Fig. 3a). Bun-off transcription from the “lac-bubbla®
templata by o -ANAP and 0, ~-RANAP was per
formed at increasing conoentrations of Lpm (Fig. 3b
and c). The homoduplex DMNA EclV5 promoter
fragment was used in control reactions. Both the
wild type and the mutant RNAPS displayed similar
acthities on the Tac-bubble” template, and their
abortive ANAs patems mirmored that obhined on
the homoduplex acl VS promoter with the charmacter-
istic lack of the 4- to B-nt abortive RNA products in the
case of 0y, ~ANAP. Transcription from the “lac-bub-
bie" template was fully resistant to Lpm, and the o
region 3.2 daletion had no effect on the sensitivity of
RMAPF to the drig. Bacause, in our axpanmant, Lpm
was added to ANAP before the adgdition of DNA, we
concluded that aithear it should be displaced from the
binding site upon template ssDNA bindng or RNAP
could accommodate both ssDMA and Lpm in the
active-site cleft. In summary, the resuts obtained on
the mismaich-bubble template suggested that, only
when the o-dependent promoter melting step is

, the sansitivity of RNAP 1o Lpm strongly
dapends on the struciureof o region 22,

Deletion In ™ reglon 3.2 and Lpm destabilized
interactions between ANAP and the downstream
duplex DNA of the promoter

Because Lpm tamets isocmenzation from AP to
RP., wa proposed that in the o sibunits
confering hype sansitivity to Lpm might also impart
defactsto AP, formation. To explone this hy pothesis,
we used DMase | footprinting to compam the
structures of the ladJVS promoter open complexes,
formed at 37 °C by the RNAPs containing o® and
oazz (Fig. 4a and Fig. 33). The sxperiment was
performed in the absance or in the presence of
53 uyM Lpm. In AP, the o™-ANAP protected the
empdaie DMNA strand, from position approximately -
45 o posiion <+ 16, and induced the fomation of teo
DMasa |-hypesensitive sites (DHS) around posi-
tions —26 and -37 (Fig. 4a). The o”-RNAP
produced altered protection at the —35 dement
and lack of the upstreamn DHS. Furthermons,
positions =18 and =19, potected by o domain 3,
were mon accessible to DMasa | in o™-AP,, than in
o AP, (Fig. 53). These results wane inagreament
with the published Fe-BABE cleavaga data showing
that ¥ and o™ domainz 3 and 4 interacted
differantly with the bodIV5 promotar DNA [27] The
Oxaz-ANAP produced an upstream protection pat-
fern {positions - 24 to - 46) identical with that of the
o’ "-ANAP, while the downstream DMA betwean
positions -24 and +16 was less protectad (Fig. 53).
The most pronounced differances wens chaarved at
the downstream protection boundary (positions + 14
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Fig. 3. Influence of the DNA tamplate architecture on the sensitivity of RNAP to Lom. {a) A schems of the lacUVS
promoter and the synthetc mismatch-bubble, “lac-bubbla”™ emplate. The — 10 and —35 siements of tha lacUVS promoter
are boxed. The ranscrpbon start sile is indicaled by arrow. Numbaers indicate positions of fhe templa®e ends relatve o &s.
(o) Run-off transcripton from the ladUV5 promoter and the lao-bubble templates, Transcrption was padormed in the
prasance of incraasing concantrations of Lom. (¢ Quantification of the expanmeants shown in{b). Asterisks indicate bands

that were used for quantificaton.

to +16), which might reflect destabilization of the
ineractions between RNAP jaw/ciamp domains and
the downstream duplex DNA [28].

In the presence of Lpm, the o’®-RNAP formed
contacts with the promoter DNA upstream of position

-25 with the same efficiency asin the absence of the
drug, while the protection of DNA between positions
-25 and +16 was reduced, in agreement with
previous reports [12]. This DNase | protection
pattern, obtained in the presence of Lpm, might
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comespondingly. Trangles show the DMase |-hyparsensive sies. Companson of tha DNasa | protection profiles for free

DM, o™ RP, and 0,5 »-RP,, iz shown on the fght side of

the (&) (b} Run-off PRNA products synthesized on (aclivs

promoter by AMAPE undar conditions idantical with that in (2). Transcrption was padomed in the presance of increasing
concanmtrations of Lpm. Values ware normalized o the quantity of RMA synthasizad without Lpm.

reflect the existence of a mixed population of
promoter complexes: RP,, with loosa or absent
downstream DMNA contacts, and AP, with the
DiNasa | prowction axtended to + 16. The o®-RNAP
and Opq --ANAP wene unable to form stable promot-
ar contacts downstream of position =26 in the
presance of Lpm. Furthemnore, in contrast with the
RMAP containing wildtype o™, the interactions with
the upstream part of the promoter were also strongly
inhibited. Thus, almest no protection was obsarved
with Oxa=-RANAP, while the presence of the waak
DHS in position - 26 indicated that promoter binding
did oocur. The o°-RNAP displayed an aherad
protection pattem between positions -26 and -50
with the appeamnce of protection upstream of
position =39 and abolished prolection at the =35
alemeant.

To estimate the extent of inhibition by Lpm under
the condifons used for DNase | footprinting expear-
Iments {200 nM core RNAP and 1 pM o subumnit), we
periormed mn-off transcrption assay (Fig. 4b). In
ﬁﬁuh'l Lpm, o' -ANAP was inhibited to - 50%,
0™ s - ANAP was inhibitad 1o - 75% and o°-ANAP
was fully inhibited, in perfect comdation with the

extent of DNase | cleavage at promoter positions - 25
o + 16 ocbserved in the presance of Lpm (Fg. 4a and
Fig. 53). Based on these results, weconcludad that,in
the presence of Lpm, ANAP binds to promoter DikA,
only at the -35 element (o region 4 contacts) and
upstream (a subunit CTD contacts), but it was unable
o form stable contacts with the - 10 element and
further downstream.

a’" Aeglons 1.2 and 3.2 reduce the cold
sensitivity of promoter meling

Meaxt, we axplorad whather the mutations confer-
fing Lpm sensifvity could affect promoter melting
The ability of RNAP containing o subunit varants to
opan the lacdUVS promotar DNA at 37 °C, a condition
under which RP; formation is favomed, was ested by
KMnOy, probing (Fig 5 and Rg. 54). The template
strand thymines (T,,, T_g, T_gand T_y) and the
non-template strand (T_.s T_5 T,z amd
T,-) bacoma accessible to MnOZ durng the
formation of transcrption bubble (Fg. 5a). The
iadJVs promoter fragment used for the KMnO.
probing was double labeled at the non-template and
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Fig. 5. Effect of vanabons in structure of the o subunit onRP; formation at 37 *C. (a) Scheame showing omanizaton of
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cantaciing 22DMNAIN BF, ara shown. The — 10 elemant of promo e is boxed; e "disciminator” region is in gray. Thymings
reactive to KM, are indicated by black rectangles. o) KMnQ, probing of RP,, formed on iscUVE promaoter. DNA lebalad
atthe Send oftemplate DMA stand. Posifions ofthe thymings resctvwe o KMnO, areindicated. (& and d) Quantification of
the exparimant shown in (b). The valuss epresent DMA frackon bound in RP. (2) and the msdual RP; facfion in the

prasance of 50 phd Lpm (d).

the template DNA strands, which allowed us to follow
three events in cne expenment: (1) melting of the - 10
promoter alemant by o region 2 hat is mfiscted by the
modification of thymines T_g, T_p and T_yy; (2)
unstacking of DNA basas at the discriminator elemeant
(DIS), refiscted by the modifcation of thymines T 5
ard T.3 and (3 the transcrption start site (fss)
np-anhg, reflected by the modfication of thyminas,
Ty Ty and T,. The fraction of EcUVS promoter
DMA engaged in AP, was calculated as the matio of
total cleaved DMA (the sum of sigrals comesponding
to cleavages at each modified thymine site) to the iotal
DOMA added to the reaction. RMAPs containing o
subunits, with substitutions D513K, D516A and
H518A, fomed AP, with the same efficiency as the
wild-type RNAP. In the case of the Ops e mutant, a
detectable increase in the transciption start site T, 4
cleavage signal, mlative to the upstream cleavage
signals (T_a, T_gand T_,,), was observad. Thare-
fore, even a single-residue substitution in o region
3.2 could ¢ the conformation of the template
ssDMA strand (Fg. S4a). Only a slight decrease in

the AP, fraction was observed in the case of RNAP
containing Ogy1aa, Taza and Oyyg. The most
dramatic promotar melting defect was obsenved
with o S-ANAP, which formed four-fold less AP, than
o™-AMNAP (Fig. 5¢). This difference might be
accountad for the d&umasﬂdfrmmar oocupancy
caused by the low affinity of o~ for core ANAP [24].
Howeavar, the results of DNMase | footprinting
mperiments (Fig. 4a), showing that the promoter
ococupancies for both ANAPs ware similar, argued
against that assumption and indicated that o might
e deficient in promoter melting The KMnO. probing
expenments, perfomed in the presence of 50 pM
Lpm, showed that promoter mealt the RNAPS
contaning o™ and Gugias Was | ad to - 5008
(Fig. 5c}. This result confimed our conclusions drawn
from the DNase | footprinting experiments, that the
partial downstream protection cobserved with
o -ANAP in the presence of Lpm reflected the
presence of a mix of AP: and AP,. The RMAPs
conaining Oosiax, Oosiea and Opes WBME More
sensitive to Lpm, and the strongest inhibition was
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chsarved for ANAPs ining o %, Oagn ad Ogyi0e
(Fig. 5¢) in perfect accordance with the 1Cg; values
obtained in the transcription assay (Fig. 2f).

To test the ability of o subunit variants to drive RP
formation under conditions In which DNA medlting
becomes fimited by the temperature-dependent
conformational o in RMNAP [30,31], complexes
of ANAP and laclV5 promoctar weme formed at
different mperatunes (15, 20, 25, 30 and 37 "C)
and wera probed by KMnQy (Fig. 6, Fig. 54b and ¢
and Fig. 55). The effiiency of DNA opening at each
thymina position msguanﬂﬁad as descrbad above.
In the case of the o’ -ANAP, an uncoupling in the
DMA cpening at the =10 elemant and downstream,
at tha tss, was obsanvad. The transition temparatiung

(a)

(T for opaning of the =10 slemant DMA was
calculated to be =20 °C, whila opening of iss
equired a -5 “C higher tempermatura. Less differ-
ence in T, was obsenved between the discriminator
and fss al the non-template strand (Fig. S4c).
Delaticn in o region 3.2 increased the T of the =10
dement and tss and eliminated the difference in Tm
between the upstream and downstream parts of the
ranserption bubble (Fg. 6b and Fig. 54). The o
subunits containing single amino acid substitutions,
D513K and H518A, showed no cold-sensitive defects
in promaoter melting and display overall te ramre
oependence similar to that of the wild-type o ™ (Fig. 6
and Fig. S5a). Moticeably, the D513K substituticn
decreased the T, of DMA at tss bt did not affect the
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Fig. 6. Temperature depandance of the lad V5 promoter meling by RMAP containing mutant o subunits. (&) KM,
proting of the AP, complexas formed &t the indicated mmparatures. OMA lsbeled at the 5-and of template strand.
(o) Cuantification of the data in (2) processad the samea way asin Fig. 5c. Mean values and standard deviations of two

indepandent expanmeants are shown.
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T of the =10 alement [8]. Taken togeter, these dats
demonstrated that o region 32 was implicated in
stabilization of the tmnscrAption bubble in AP,

Interestingly, h& Ogse displayed even stronger
temparature depandence on promoer malting with a
Tmhigherthan 30 °C, suggesting that region 1.2 plays
a critical role in isomenzation from AP: to AP, likely
by stahilizing the contacts between the o, domain and
tha - 10 alement. The temperature dapendence of the
transcription bubble formation by o®-RANAP was
similar to that of the mutamt ANAPS containing
Tey1ac and O and indicated that structure of the
regons 1.2 and 3.2 might be responsible for the
increased cold sensitivity of o=-ANAP (Fig. S5¢ and
d). Fnally, the abovementionad results suggested
that the o megicn 3.2 delstion and the 1.2
substitution E116G can affact Lpm action by
compromising AP, formation. Inaddtion, the o region
3.2 inserion, as wel as the single aminoc acid
sinstitutions 0513K and D5168A, which displayad no
defects in melting but displayed slightly increased
sensithity o Lpm, likely imparted their affects by
directly influencing Lpm binding

Discussion
In the present study, we demonstrated that the
structure of o subunit regions 1.2 and 3.2 had strong

impacts on the proficiency of ANAP in promoter
melting and its sensitivity to the antibiotic Lpm. Both
of hese regions of o am implicated in the stabiliza-
tion of transcription bubble via the interactions with
template (o region 3.2) and nontempilate (o region
1.2) ssDMA strands. Because the o subund s not
essential for the binding of Lpm to BNAP [12], we
propose that regions 1.2 and 32 attenuate Lpm
acthity by promoting DNA strand separation during
AP, fommation.

FRole of the o™ reglon 1.2 residue E116 In
promoter melting

o™ Region 1.2 has been shown to play a-ole in
AP, fomation [21,26]. In paricular, residues 84-101
of the o™ region 1.2 allosterically controfled recog-
niticn of the - 10 promoter alament by the o™ mgion
2.3 [8]. Additionally, ineraction of residues 98-107
with the non-template DNA strand of the promoter
“discriminator” region stabilizes RANAP-promoter
complaxes [7 32]. Our study supported the critical
rola of o region 1.2 in promoter melting and
suggestad that it can contribute to tion of
the -10 siement indepandently of its ability to bind
“discAminator DNA. According to the structure of
RMAP, the invariam residus E116 faced/contacted
consenvative residue K428 in o region 2.3 and
formed water-mediated contacts with the ire2 at
position -7 of the =10 slement [3 5], Thus, we

propose that interaction of residue E116 with o™
domain 2 and =10 elemant ssDNA can stabilize the
comntacts of oregion 23 with the bases T_-and T_4,
of the - 10 elemant required for the nucleation of
DA melting.

Role of the o n 3.2 in promoter melting and
promoter

The o™ region 3.2 hairpin loop was suggested to
be required for NTP binding and the first bond
formation during de novoindiation of RNA synthesis
[22.23], yet its implications in AP, formation have
not been reponed bafom. The data presented hare
showed that deletion of 053 -HL compromised the
premoter meting capacity of RMAP and the down-
stream promoter DMA interactions in AP,. Tham-
fone, the defectinthe de novoinitiation confarmed by
the Oz=-HL delation could arisa in pant from the
defects in RP, formation. This conclusion is sup-
ponad by the fact that os o-HL, required for de novo
initiation on the TYA1 promoter, was dispensable on
the laclV5 promoter that has differant seguence
and spacing. Similady, substittions P504L and
S506F In the M-terminal part of o reglon 3.2
produced the promioter-s a-dependent de-
fects in transcription [33]. Positioning of 04.-HL on
the structural models of the open complex suggests
that oaa-HL, together with the B-5W2 megon,
controls the entry and stabilization of template
gtrand ssONA inside the AMAP active-site cleft
[5,34,35]. Consaguently, in the absence of gz -HL,
tha template strand ssDMNA would be loosely bound
to ANAP and promoter melting would be compro-
mized. We found that, similar to the mutant
0% 4a o-ANAP, o°-ANAP (bearing intact o o-HL)
displayed Increased cold sensitivity of the laclV5
promoter opening, hypersensitivity to Lpm and
synthesized reduced amounts of abortive RANA
products. These properties of o=-ANAP may be
determined at least in pant by the amino acid
saquences in the a® magion 3.2 that is different
from thatof o™, We proposa that o region 3.2 of g™
iz optimized for efficlent transcrption initation
across a wide mnge of promoters, while deviations
from the ¢™” region 3.2 sequence in alternative o
subimnits might narrow the spectrum of genes
transcribed by ANAP. Thus, the o™-type insertion
in the region 3.2 of o™ abolished de nove inltiation
an the T7A1 promoter, while transcription from the
facUV5 promoterwas less affected. Taken together,
current data s t that it is not the physical
presence of o,o-HL inthe ANAP active-site claft. but
its structural crganization s critical for the o subunit
activity. However, we cannot exclude that some
specific contacts formed by the o reglon 3.2
residues, which wem not probed by mutagenesis
in our study, contribute to high proficiency of o™ in
transcription indtiation.
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o Region 3.2 and Lpm mec hanlsm

The current study allowed us to mvise the
prendously propesed model of Lpm action, according
to which the antibiotic prevent stable binding of the
template ssOMNA into the ANAP active-site cleft and
the sibsequaent stable binding of the downstream
DNA duplex (dwDNA) into the jaw/clamp channel of
RAMNAP [12,14]. In particular, it has bean
that dwDMNA binds the RANAP jaw/damp channel in
the presence of Lpm, when promoter melting was
fully abolished. Mow, using Lpm-hypersensitive
AMNAPs, we showed thal dwDNA-BMNAP contacts
could not be formed inthe presence of the drug, and
this finding ooincided with he lack of DMNA opening.
In the presance of Lpm, RANAP bound to the
promoter only at the -35 element (o mgion 4.2
contacts) and upstream (o subunit CTD comtacts),
thus forming complaxes that resembled the short-
Iived closed intemmediates obsemved in meal-time
footprinting experiments (complex B or C in
Rogozina af al. [317). Our results supported the
inhibition mechanizm whera Lpm targets o-dapan-
dent nucleation of bubble opening at the —10
elemeant and suggested that binding of the tamplate
ssDNA to ANAP plays an important role in this
process (model in Fig. 7).

Tupin af al. praviously have su%astad that
deletion of residues 513-518 in the o 3.2
caonfers to ANAP resistance to Lpm [12]. Hem we
demonstrated that this deletion produced an oppo-
site affect and converds ANAP into Lpm-hypersensi-
tive mee. This dsc be accounted for
by the M-temminal mutations (148 and E1163) ino™
used as a “wild-type" control by Tupin af &, and by
tha fact that o™, used in their study, was refolded
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from incluslon bodies. The published data on Lpm
titration, parfomed on promoterdess DNA scaffold
iemplate, have demonstrated that o™ has only
marginal effects on the affinity of Lpm to AMNAP
[12]. Our curant work showed that, only when a
o-dependent promoter melting event is implicated,
structume of o region 3.2 strongly affects Lpm activity.
Based on these facts, we proposa that o region 3.2
may influence Lpm action in two ways: (1) owing to
its role in AP, formation, by stabilizing template
=sDNA at the active site and (2) by intedering with
AMAP was not inhibited by Lpm on the mismatch-
bubble template (under condition when the DNA
opening step wa s bypassed) or if Lpm was added 10
prefermed AP, [12,13,36]. Based on the above-
mentioned facts, we speculate that, upon RP,
fomation, Lpm enters into competition with ssONA
and should be displaced cut of the AMAP active-slte
deft to allow for ssDMA binding (Fg. 7). This
process might cocur either by direct completion or
by ssDNA binding parhaps inducing conformational
in ANAP and consaquantly favoring Lpm
disscciation. When local concentration of ssDINA at
the active site is not limited by the promotar mealting
step (the case of the mismatch-bubble template),
s5DNA wins in competition with Lpm. In the opposite
case, when the availability of ssDMNA for binding to
RMA P depends on the capacity of RNAP to nuclaate
mating and to hold DNA strands separately (the
case of promoter homoduplex DNA templata), Lpm
wins the competition. This “competition” modal is
by stabilization of the template ssDNA in

the active site by the 7-mer BNA primer suppressing
inhibition [12]. Alemative mechanism would imply
that ANAP active-site cleft can accommadate both:

.
-

s
Y:‘L RP

(u]

Bubble
exiension

R

f

Fig. 7. Model dascribing hypothetical mechanism of inhibition by Lpm. Machanism i= formalzed by the smpifisd
equilibrium binding egquaton prasenied beneath the modal. Core BNAP s depicted as a dipped sudaca modalin khak, o
subunit shown in cyan. Promolar DA template strand, blue; nontemplate strand, red, Posiion of the o subunt domains
4.4, O, Tap and oy is indicated. Lpm s presantad as a red rhombus.
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Lpm and ssDNA. We favor the competition mech-
anism because, considenng the size of the Lpm
molecule (molecular mass: 1058 Da, volume:
g94 A% there is litle space remaining in the AP,
structira for binding two ligands.

Lastly, our study damonstrated that ratural anti-
microbials could act as o-specific tanschptional
repressors, acting in a DNA-template-dependent
manner. Antiblotics such as Lpm could be used as
scaffolds for the development of ANAP-tamgeting
maolecules able to slence the regulons controlled by
tha atemative o subunits implicated in pathogenesis
and virulence, Such molecules could have a broad
ranga of applications in medicine, bictechnology and
basic science. Tha oles of Lpm and other “switch-
targeting” antibictics in the regulation of bacterial
gene expressicn remain a challenging subject for
future studies.

Materials and Methods

Antibiofics, proteins and DMA templates

Lipiarmycin (trads name fidaxomicing, isolated from
Dadyiosporam auaniacum, was purchased from Santa
Cruz. The siock solufon of Lpm was prepared in 100%
mefhano] and storad &t —20 “C. Working solutions wers
praparad in 2ach expaiment by diluting stock to desired
concentration in 50% methandl. Recombinant E. col core
AMAP was expressad n E cof BL21[DE3) calls from
pV510 plasmid [37] and purified by HisTrapFF and HiTrap
Heparin HP (GE ) affinity chromaio graphy, according o the
manmdacturers protoool, followad by Monol (GE) chro-
maingraphy as previously descnbad [38]. The ool and
oS genss were PCA anplfied by the gene-specific
primers from ganomic DA of E coli K-12 MG 1655 stain
and cloned into the pET28a wactar under the N-terminal
GxHis g (Tabls 52). The mutant ol demvatives wans
constructed by site-directed mudagenssis using Cuik-
Change Lightning site-directed mutagenasis kit (Agilant
Tachnologias): The wikddype and mulant o subunits wans
expressad in E. coff BL2 1{DE3) strain and purified from call
lysates using chromatography on HiTrap™ TALONE and
Supenose 6 107300 GL columns (GE Healthcare) The
1160p lacUVS promotar fragmant (promoder positions
from —509 to +58) was produced by PCH ampliicafion
using the fluorescant labaled primers (Tabla S2). The
f2cliVE mismaich-bubble enmplate was asseamblad by
amnaaling of the fluorescant dye-labeted oligonuciectides
{Tabla 52 in the fanscrpfon buffer (TB) containing
40 mM Hepes (pH 8.0}, 50 mh MaCl, 5 mMé hgCl, and
5% glyceral.

In vitro transcription and determination of 1Cse

Transcriplion was padformed m 10 gl TB. The ANAP
holpanzyme was assembled by midng 100 nM cora
AMAP and 200 nM o subunit and then incubsting them
for & min at 37 “C. Next, onedtanth rmacion wolumsa ol Lpm
solution in 50% methanol was added and incubsted with

BMAP at 37 “C for 10 min. Because methanol, in which
was dizsohleed Lpm, inhibids RMAP, an equal volums of
mathanol (5% wiv final concantration) was addad 1o the
cantral rascions performad withowt Lpm. The mitune was
than mcubsted with & lacUV5 promoter or lacUVh
migmatch-bubble template (40 nkg at 37 °C for 10 min
Transcripon was intisted by addition of ATP, GTP, CTP
{25 pM sadh final concentration), 3 pGi [o- UTP, 1 pM
coid UTP and haparin (0.05 mgimil final}, and itwa s camiad
oatt for 5 min at 37 °C. Aaactions were stoppad by adding
1wolume of the sop solution (B M wea and 20 mM
athylanediaminatetraacetic acid). [o-PJANA products
warg resolved on a 24% PAGEST M uraa denaturing gel.
Gals woare scanned with Typhoon 9400 Imagser (GE
Haalthcara) and quantfied using Imageluant soltwars.

KMnO, probing and DNase | footprinting

EMnD,; probing and DMase | iootprining reactions weare
paformad in 20 pl TB. The RNAP holoenzymas wane
preparad by incubating core ANAP (200 nM) with either
wild type or mutant o™ subunits (1 pM) in TB for 5 min at
37 °C. Than samples were supplamantad with eithar 2 pl
af Lpm (50 pM final concentrabon) or 5% methanal and
incubated for 10min at 37 °C. The fcUVS promoter
fragmant (40 nM) was added to the mmactons and
incubated for another 10min at 37 °C. The camples
ware raated with 5 mk KMrDy for 30 = and processed as
described bafore [12] DNasze | footprnting wa s paromad
at 37 °C with 0.5 Limil of DMase | (Promega) for free DNA
and 1 Wmi of DMase | for AMAP-promoter complaxes.
DMA fragmants wera analyrzed on 10% PAGEuraa

saquencing gel.
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CHAPITRE III : DISCUSSION ET
PERSPECTIVES



A. Discussion

L’ARNP polymérase bactérienne est une enzyme centrale de I’expression génique et
une cible pour les antibiotiques utilisés en premiere ligne pour le traitement de diverses
maladies infectieuses. La sous-unité¢ sigma de I’ARNP polymérase bactérienne participe a la
reconnaissance du promoteur et a l'initiation de la transcription. Elle induit l'expression des
genes de virulence et est impliquée dans la génération d'infections persistantes qui résistent aux
traitements des antibiotiques.

Dans ce projet, nous avons démontré que la structure des régions 1.2 et 3.2 de la sous-
unité sigma avait des effets importants sur 1’activité¢ de I’ARNP dans la fusion du promoteur et
sa sensibilité a la Lipiarmycine. Ces deux régions de sigma sont impliquées dans la stabilisation
de la bulle de transcription via les interactions du brin non-matrice de I’ADN avec la région 1.2
et du brin matrice avec la région 3.2. La sous-unité sigma n'étant pas I'élément essentiel de la
liaison de la Lpm a I’ARNP, nous proposons que les régions 1.2 et 3.2 atténuent l'activité de la
Lpm en favorisant la séparation des brins d'’ADN au cours de la formation du complexe RPo.

La région 1.2 joue un rdéle dans la formation du complexe ouvert (RPo) (Baldwin and
Dombroski, 2001; Wilson and Dombroski, 1997). En particulier, les résidus 94-101 de la
région 1.2 du ¢’ contrdlent allostériquement la reconnaissance de I’élément -10 du promoteur
par la région 2.3 (Zenkin et al., 2007). De plus, l'interaction des résidus 99-107 avec 1’élément
discriminateur stabilise le complexe formé par I’ARNP et le promoteur (Haugen et al., 2006).
Notre travail a mis en évidence le role critique de la région 1.2 dans la fusion du promoteur et
nous avons suggéré qu'elle peut contribuer a la reconnaissance de 1’¢lément -10
indépendamment de sa capacité a se lier a I’élément discriminateur. Selon la structure de
I’ARNP, la région 1.2 se situe loin du site de fixation de la Lpm et son effet sur la sensibiliité
de ’ARNP a la Lpm est allostérique. En effet le résidu E116 interagit avec le résidu conservé
K426 de la région 2.3 et forme un contact avec la thymine en position -7 de 1’élément-10
(Feklistov and Darst, 2011; Zhang et al., 2012), Ainsi, nous proposons que l'interaction du
résidu E116 avec le domaine o, peut stabiliser les contacts de la région 2.3 avec les bases T-7
et T-11 de I’¢élément -10 qui sont nécessaires a la nucléation de I’ADN au cours de 1’ouverture
du promoteur.

La région 3.2 joue également un rdle dans la sélection et la fusion du promoteur. Elle a
été suggérée nécessaire a la premicre liaison de iNTP au cours de l'initiation de la synthése de

I'ARN (Kulbachinskiy and Mustaev, 2006; Pupov et al., 2014), bien que son implication dans
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la formation du complexe ouvert n’ait pas été décrite auparavant. Nos données ont montré que
la délétion de la boucle de la région 3.2 a compromis la fusion du promoteur ainsi que les
interactions de I’ARNP avec I’ADN aval dans le complexe ouvert. En conséquence, le défaut
d’initiation résultant de cette délétion pourrait provenir en partie du défaut dans la formation du
complexe ouvert. Cette conclusion est appuyée par la nécessité de la présence de la boucle de la
région 3.2 pour initier la transcription sur le promoteur T7Al. Cette présence n’est pas
indispensable au promoteur lacUV5. De méme , les substitutions P504L et SS06F dans la partie
N-terminale de la région 3.2 ont produit des défauts de transcription dépendants de la séquence
du promoteur (Cashel et al., 2003). Le positionnement relatif de la boucle de o3, dans le
modele structural du complexe ouvert pourrait indiquer que la boucle avec 1’élément ' switch
2 contrdlerait I'entrée et la stabilisation du brin matrice a l'intérieur du site actif de I’ARNP

(Toulokhonov and Landick, 2006; Zhang et al., 2012; Zuo and Steitz, 2015) (Figure 44).

Bubble
L openin e
m Peard o TR Bubble
‘i % 24 Z - S e extension
'\ " = . r‘ 2 = _—
tr R )\
e ) @ D b p s )
) - Bubble Y. & - ' ety
e RP, collapse ‘o=’ RP, e RP,
E+l . El I- Lpm
El+S ” ES +1 S-ssDNA

Figure 44. Modéle du mécanisme d’action de la lipiarmycine. 6, 65, 035 et 64 (bleu clair), brin

matrice (bleu) et brin non matrice (rouge).

Par conséquent, en I’absence de la boucle, le brin matrice serait faiblement 1i¢ a I’ARNP et la
fusion de promoteur serait compromise. Nous avons constaté¢ la méme chose pour les mutants
Ecazn et Ec® qui montrent une augmentation de la sensibilité¢ au froid lors de l'ouverture du
promoteur /acUV5 et une hypersensibilité 8 Lpm avec une réduction de la synthése des produits
abortifs. Ces propriétés d’Ec® peuvent étre déterminées au moins en partie par la séquence de la
région 3.2 qui différe de celle du facteur 6”°.

L'efficacité de la nucléation dans la fusion du promoteur dépend de la capacité de la région 2.3

a reconnaitre les bases T-7 et T-11 de I’élément -10 (Feklistov and Darst, 2011). Ainsi, les

substitutions spécifiques dans la région 2.3 ont induit une stringence dans la sélection du
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promoteur par les groupes sigmas alternatifs 3 et 4 (Koo et al., 2009). La sensibilité au froid de
la fusion du promoteur conférée par ca3, ressemble a celle obtenue par les mutations de la
région 2.3 (Juang and Helmann, 1994; Panaghie et al., 2000).

Nous proposons que la région 3.2 soit optimisée pour la formation de RPo parmi un grand
nombre de promoteurs, tandis que les différences de séquence de la région 3.2 des sigmas
alternatifs pourraient réduire 1’éventail des geénes transcrits par I’ARNP. Ainsi, Ec” et Ec®
montrent des sélectivités de promoteurs différentes, tandis que les deux sigmas peuvent
reconnaitre la plupart des promoteurs -10 et -35 (Lee and Gralla, 2002, 2001).

Ainsi, Eong n’est pas active sur le promoteur T7A1, mais elle a une activité réduite sur le
promoteur /acUVS5. Cela indiquerait que ce n’est pas la présence physique de la boucle dans le
site de I’ARNP, mais 1’organisation de sa structure qui joue un role critique dans la fonction du
facteur sigma. Nous ne pouvons pas exclure que les contacts spécifiques de quelques résidus de
la région 3.2 qui n’ont pas été explorés par mutagenese lors de notre étude, puissent contribuer
a la forte efficacité de ’initiation de la transcription du facteur ¢”°.

Les simulations de dynamique moléculaire ont montré que la boucle de la région 3.2 de ¢° est
plus flexible et peut occuper une position différente de celle de 6”°. Ces résultats permettent de
dire que la conformation de la région 3.2 contribue a la haute sensibilité au froid et a une
activité transcriptionnelle réduite d’Ec®. Nos résultats expliquent aussi la préférence de Ec®
pour les promoteurs qui ont un élément discriminateur riche en A / T. Ces promoteurs devraient
diminuer le Tm de la formation de la bulle de transcription (Lee and Gralla, 2001; Typas et al.,
2007).

La région 3.2 est placée prés du groupe de mutations conférant la résistance a Lpm et elle
interagit avec les éléments B’-SW2 et B’-Lid (Brodolin, 2011; Srivastava et al., 2011; Tupin et
al., 2010a) (Figure 24a et c) . Par sa position au niveau de la structure de I’ARNP, la région3.2
peut influencer 1'action de la Lpm de deux facons : en stabilisant le brin matrice dans le site
actif et en interférant avec la fixation de la Lpm. Nous proposons un modele dans lequel
l'antibiotique limite le mouvement de la région 3.2 aprés I’entrée du brin matrice et perturbe les
interactions entre ce dernier et I’élément B’-SW2. En conséquence, le brin matrice ne peut pas
se maintenir au niveau du site actif et la bulle de transcription ne se forme pas (Figure 41 et
44). La flexibilité ou la mobilité de la région 3.2 pourrait agir sur la liaison du brin matrice ou
sur la liaison de la Lpm a ’ARNP. Nos résultats confirment le mécanisme d'inhibition dans
lequel Lpm cible la nucléation de la bulle de transcription au niveau de 1’élément -10, cette
nucléation étant dépendante du facteur sigma. Ils suggerent également que la fixation du brin

matrice a I’ARNP joue un role important dans ce processus (Figure 44).
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Lors de la liaison au site actif de ’ARNP, Lpm et le brin matrice se heurtent inévitablement a
la région 3.2. Ce heurt explique en partie comment la délétion ou un changement de
conformation de la boucle peut augmenter la sensibilité¢ de ’ARNP a I’antibiotique. Cependant,
les études actuelles et celles précédemment publiées sur la titration avec Lpm, réalisée sur
I’ADN scaffold synthétique (Tupin et al., 2010a) ont démontré que 6'" a seulement des effets
marginaux sur l'affinit¢ de Lpm a I’ARNP. Mais, quand le facteur sigma est impliqué dans la
fusion du promoteur, la conformation de la région 3.2 affecte fortement I'activité de Lpm.

Les ¢tudes actuelles nous ont permis de réviser le modele précédemment proposé selon lequel
l'antibiotique empéche la fixation stable du brin matrice dans le site actif de ’ARNP et selon
lequel I'ADN aval se fixe dans le canal jaw/clamp en présence de Lpm quand la fusion du
promoteur a été entierement bloquée (Brodolin, 2011; Tupin et al., 2010a). Nous avons montré
que les contacts entre I’ADN duplex aval et ’ARNP ne peuvent pas se former en présence de
I’antibiotique et cela coincide avec le manque d'ouverture de ' ADN.

En présence de la Lpm, I’ARNP se lie au promoteur seulement au niveau de 1’élément -35 par
la région 4.2 et en amont par a-CTD, formant ainsi des complexes ressemblants a des
complexes intermédiaires fermés de courte durée observés en temps réel dans les expériences
de footprinting (Rogozina et al., 2009).

Nos résultats suggerent que la reconnaissance de I'ADN du promoteur entre les positions -20 a
+16 par I’holoenzyme et la formation de la bulle de transcription sont des événements
étroitement liés. Cependant, les données actuelles ne nous ont pas permis de distinguer si la
nucléation du promoteur nécessite I’entrée de ' ADN double brin du promoteur dans le site actif
de I’ARNP modele “bend-load-open” (Brodolin, 2011; Gries et al., 2010; Tupin et al., 2010a)
ou bien si, inversement, la fusion est un préalable a I’entrée de I” ADN dans le site actif :
modele “open-bend-load”’(Chen et al., 2010; Rogozina et al., 2009; Schroeder et al., 2007)
Schroeder et d'autres., 2009).

La modélisation de Lpm dans le complexe ARNP en présence du promoteur (Zuo and Steitz,
2015) a montré que la fixation de Lpm est incompatible avec la fixation du brin matrice. Le
mécanisme alternatif impliquerait que le site actif puisse accueillir Lpm et le brin matrice
d’ADN. Nous privilégierons le mécanisme de compétition parce que, si on considere la taille de
la molécule de Lpm (le MW 1058 Da, le volume 994 A%), il reste peu d'espace dans la structure
de complexe ouvert pour accueillir les deux ligands (Figure 43). Ainsi, nous proposons que, a
la suite de la formation du RPo, Lpm entrerait en compétition avec le brin matrice et serait

déplacée du site actif pour permettre la fixation de I’ADN (Figure 41).
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Ce processus pourrait se produire soit directement, soit peut-étre a la suite de changements de
conformation de I’élément SW2 de I’ARNP induits par la fixation du brin matrice favorisant la
dissociation de la Lpm. Quand la concentration locale de ’ADN dans le site actif n'est pas
limitée par I’étape de la fusion du promoteur (mismatch-bubble), I’ADN I’emporte sur la Lpm.
Dans le cas opposé, quand la disponibilité de I’ADN a se lier a I’ARNP dépend de la capacité
de ’ARNP a initier la fusion et a tenir les brins d'ADN ouverts (ADN homoduplex), Lpm
gagne la compétition.

La pertinence du modéle "de compétition " est renforcée par la stabilisation du brin matrice
dans le site actif par les 7 nucléotides d’ARN amorce qui suppriment l'inhibition de la Lpm
(Tupin et al., 2010a). Paradoxalement, la transcription a partir du scaffold synthétique
contenant le brin matrice n’est pas limitée par 1I’ouverture de 'ADN, mais elle est inhibée par
Lpm (Tupin et al., 2010a). En effet, la construction du scaffold ne contient pas la partie amont
de la structure de jonction de la bulle de transcription qui joue un rodle clé dans la fusion du
promoteur et dans la stabilisation de RPo (Guo and Gralla, 1998). Aussi, le brin matrice du
scaffold serait faiblement li¢ au site actif de I’ARNP et ne peut pas entrer en compétition avec
Lpm.

Finalement, notre étude a démontré que les antibiotiques naturels pourraient agir comme des
répresseurs transcriptionels spécifiques du facteur sigma agissant sur I’ADN de fagon
dépendante.

Les antibiotiques comme Lpm pourraient étre utilisés comme des modeles pour le
développement de molécules capables de cibler I’ARNP contr6lé par les sigmas alternatifs
impliqués dans la pathogénicité et la virulence. De telles molécules pourraient avoir une large
application dans les domaines médicaux, biotechnologiques et dans les sciences fondamentales.
Le role de la Lpm ou d'autres antibiotiques visant 1’¢lément switch dans la régulation de

I'expression des genes bactériens reste un sujet d’études futures.
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B. Perspectives

Dans cette étude, nous avons déterminé le role de la région 3.2 et de la région 1.2 dans
la tolérance a la lipirmycine mais aucune équipe n'a encore réussi a cristalliser le complexe de
I'"ARNP avec la Lmp. Afin de déterminer précisément le mécanisme d'action et les transitions
structurales impliquées, nous avons étudié I'organisation moléculaire du complexe formé par
I'ARNP , le facteur sigma primaire et I'antibiotique par des approches structurales en combinant
la cristallographie aux rayons X et la microscopie électronique (EM) et Cryo-EM. Nous
envisageons également de réaliser les mémes expériences avec le sigma alternatif. Ces travaux
de cristallisation sont réalisés en collaboration avec le Dr. P. Bron (CBS, Montpellier).

Nous développons actuellement les méthodes de fluorescence et FRET pour I'é¢tude des
interactions de I'ARNP avec 'ADN par la méthode de cinétique rapide Stopped-Flow et par des
expériences de footprint en temps réel en utilisant les installations de SOLEIL ( synchroton de
Saclay) en collaboration avec le Dr. Bianca Sclavi (ENS,Cachan). Ces approches nous ont
permis de déterminer le mécanisme d'action de la Lpm et les transitions structurales entre la
protéine et 'ADN dans le complexe d’initiation de la transcription.

Les résultats de cette étude contribueront a la compréhension des bases moléculaires de la
résistance aux antibiotiques ; ils fourniront une base pour le développement de nouveaux
médicaments plus efficaces et feront progresser I'étude des mécanismes fondamentaux de la
transcription. Les approches méthodologiques développées pendant ce travail pourront étre
¢tendues a l'analyse d’autres antibiotiques ciblant les ARNPs bactériennes et a d'autres facteurs

de transcription.
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MATERIELS ET METHODES
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Simulations de dynamique moléculaire (DM)

La structure cristallographique de ’ARNP d’E.coli (41GC) a été utilisée pour les
simulations de DM et le docking. Tout d’abord les résidus manquants 330 a 346 de 1’élément
B’-SW2 ont ét¢ modélisés par homologie avec la structure de I’ARNP de Thermus
thermophilus (4G70) en utilisant le programme Chimera - UCSF (Pettersen et al., 2004).

Les substitutions D513K et 6° des résidus 504 a 530 ont été introduites avec le module
« rotamer » inclus dans le programme Chimera. La protéine a ét¢ immergée dans une boite
d'eau (modéle TIP3P) avec une épaisseur de 10 A de chaque coté et la charge globale du
systéme a été neutralisée par 1’ajout des ions de Na'/CI'. L'énergie potentielle du systéme
hydraté a été minimisée par la méthode des gradients conjuguées (50.000 étapes avec un pas de
1 fs) implémentée dans NAMD v2.10 (Phillips et al., 2005) en utilisant le champ de force
CHARMM (MacKerell et al., 2000-2001) et en conditions périodiques. Les simulations ont
ensuite été réalisées au centre de calcul intensif HPC@LR. La dynamique moléculaire a été
initiée par un augmentation progressive de la température de 0 K a 300 K sous pression
constante (1 atm, dynamique de Langevin) avec 1’utilisation du piston de Langevin et I’effet
Nosé-Hoover (Feller et al., 1995; Martyna et al., 1994). Un cutoff 12 A a été défini pour les
interactions van der Waals avec une fonction de commutation débutant a 10 A.

L’algorithme PME (Particle Mesh Ewald) (Essmann et al., 1995) a été utilisé pour
calculer les forces électrostatiques longue distance avec un espacement de 1 A. Le systéme a
ensuite été équilibré par 100.000 étapes avant I’étape de production (10 ns). Les trajectoires

des simulations ont été analysées en utilisant le logicel VMD (Humphrey et al., 1996).

Docking

Les dockings moléculaires de Lpm ont été réalisés avec le programme GOLD 5.2
(Genetic Optimization for Ligand Docking) (Jones et al., 1997) sur un calculateur Balde-IBM.

Les poses de docking (fixation de la Lpm) obtenues avec le programme GOLD ont été
confirmées par I'utilisation d’un second programme « PLANTS » (Protein-Ligand ANT
System) (Korb et al., 2009) mettant en ceuvre un algorithme de recherche de solutions basé sur
le cheminement des fourmis.

Le docking de la Lpm a été réalisé en utilisant 50 séries d’algorithmes génétiques
centrées autour du carbone alpha du résidu R337 avec un rayon de recherche de 15 A et un

examen des cavités. Les prévisions de docking ont été effectuées en utilisant deux
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conformations d’ARNP (aprés la minimisation de 1'énergie et avant I’exécution de DM ou a la
fin de DM).

Un docking additionnel a été réalisé en incluant plus de flexibilité (rotameres définis
pour les chaines latérales des résidus K334 et Q335 du B' switch 2 et celles de la région 3.2
D513, D514, E515). Les solutions de docking ont été classées en fonction du score généré par
la fonction de score utilisée ou goldscore qui rassemblent I’ensemble des solutions par liaison
directe avec la matrice des déviations (RMSD).

Les résultats ont ét¢ analysés a ’aide de l'interface graphique intégrée Hermes ou par
VMD, ou en utilisant le programme PyMOL Molecular Graphics System (version 1.3,
Schrodinger, LLC).
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