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Fig. 1. Mécanisme d’élimination post -
ségrégationnelle par le STA CcdBA. (A) La cellule 
fille ayant hérité du plasmide F portant ccdAB
(symbolisé en vert) continue à se diviser
normalement. (B) La cellule ayant perdu le plasmide 
ne peut plus produire d’antitoxine. L’antitoxine 
CcdA instable dont elle a hérité (vert clair) est 
dégradée par la protéase Lon, ce qui libère la toxi ne 
CcdB stable (vert foncé). (C) CcdB inhibe la 
réplication de l’ADN, ce qui conduit à la mort de la 
cellule (tiré de Goeders et Van Melderen 2014).  

Introduction 

 

1ère partie.  Les systèmes toxine-antitoxine  

Les systèmes toxine-antitoxine (STA) bactériens sont constitués d’une toxine 

intracellulaire stable dont l’activité est délétère pour la cellule qui la produit, et d’une antitoxine 

instable qui neutralise la toxine en interagissant directement avec elle. Pour convention, nous 

adopterons toujours l’ordre toxine-antitoxine lorsque nous citerons les protéines d’un système, 

même si l’ordre des gènes est inversé sur le chromosome, et nous utiliserons, le plus souvent 

dans les figures, la couleur rouge pour la toxine et le vert pour l’antitoxine. 

Ogura et Hiraga ont décrit le premier STA, CcdB-CcdA, en 1983 (Ogura and Hiraga, 

1983). Ce module de deux protéines cytoplasmiques est codé par l’opéron ccdAB (control of 

cell death) sur l’épisome F d’Escherichia coli. La toxine CcdB inhibe la réplication en 

empoisonnant l’ADN gyrase. L’antitoxine CcdA fixe CcdB et la neutralise. CcdA a aussi une 

activité autorégulatrice : elle réprime l’expression de l’opéron ccdAB (Bernard and Couturier, 

1991; Salmon et al., 1994). Le STA CcdBA assure le maintien et la transmission de l’épisome 

F aux cellules filles lors de la division cellulaire, par un mécanisme appelé élimination post-

ségrégationnelle (ou post-segregational killing) (Jaffé et al., 1985; Ogura and Hiraga, 1983) 

(Fig. 1). F est présent à une ou deux copies par cellule bactérienne (Lane, 1981). Lors de la 

division cellulaire, une bactérie qui n’hérite pas d’une copie de F perd les gènes ccdAB. 

L’antitoxine CcdA, encore présente dans le cytoplasme, est rapidement dégradée par la 

protéase cellulaire Lon. La toxine CcdB, plus stable, est libérée du complexe CcdB-CcdA, elle 

se fixe à l’ADN gyrase et inhibe la réplication de l’ADN, ce qui entraine la mort de la cellule 

(Bernard and Couturier, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les STA plasmidiques sont donc des systèmes de stabilisation des plasmides. Ils sont 

également nommés systèmes de dépendance (ou addiction systems) puisque la bactérie 

dépend de la présence des gènes TA pour survivre (Lehnherr and Yarmolinsky, 1995). 

Par la suite, des opérons de STA ont été identifiés sur les chromosomes d’un très grand 

nombre de bactéries et d’archées (Aizenman et al., 1996; Gotfredsen and Gerdes, 1998; 

Grønlund and Gerdes, 1999; Masuda et al., 1993; Mittenhuber, 1999). Les STA se 



 

différencient par la nature de l’antitoxine 

physiologique, comme nous le verrons dans cet

al., 2014). 

 

I. Classification des STA

Dans les systèmes identifiés jusqu’à présent, si la toxine est toujours de nature 

protéique, l’antitoxine peut être une protéine ou un ARN non codant (ARNnc). Si

STA ont donc été définis en fonction de la nature de l’antitoxine et de son mode 

neutralisation de la toxine. 

 

A. STA de type I  
Les antitoxines de type I sont de petits ARNnc 

nucléotides complémentaires de l’extrémité 5

de toxine et d’antitoxine de type I

promoteur. Les ARNnc antitoxiques 

leur traduction ou entrainent leur dégradation

A titre d’exemple, le gène d’

RNA) d’E. coli est en antisens de la régio

region) du gène de toxine symE

L’ARNnc SymR (77 nucléotides

Dalgarno (SD) de l’ARNm symE

et donc la production de l’ARNase 

le STA bsrG-SR4 de Bacillus subtilis

nucléotides) est complémentaire de l’extrémité 3’ du gène de 

toxine membranaire BsrG (Jahn et al., 2012)

l’ARNnc SR4 s’hybrident sur une région de 123 nucléotides et cet

par l’ARNase III. 

 

B. STA de type II 

Les STA de type II sont 

procaryote. Dans ces systèmes, l’

31 à 204 aa. Son gène est généralement 

avec le gène de toxine. L’antitoxine a 

fonction, elle forme un complexe 

activité et elle réprime le promoteur

complexe TA est généralement aussi un répresseur du

promoteur de l’opéron. Les deux fonctions de l’ant

portées par des domaines 
Fig. 3. Schéma représentatif du 
STA RelEB.

Fig. 2. Schéma représentatif 
du STA SymER.

de l’antitoxine (ARN ou protéique), leur mode d’action 

physiologique, comme nous le verrons dans cette introduction (Van Melderen, 2010; Wen et 

Classification des STA  

Dans les systèmes identifiés jusqu’à présent, si la toxine est toujours de nature 

être une protéine ou un ARN non codant (ARNnc). Si

définis en fonction de la nature de l’antitoxine et de son mode 

Les antitoxines de type I sont de petits ARNnc (ARN non codants) 

nucléotides complémentaires de l’extrémité 5′ ou 3′ des ARNm codant les toxines. 

de type I sont transcrits de manière divergente à partir de leur

Les ARNnc antitoxiques s’hybrident avec les ARNm des toxines et bloquent 

leur dégradation. 

gène d’antitoxine symR (symbiotic 

est en antisens de la région 5’ UTR (untranslated 

symE (Kawano et al., 2007) (Fig. 2). 

77 nucléotides) séquestre la séquence Shine 

symE, ce qui empêche sa traduction 

de l’ARNase SymE. Autre exemple, dans 

Bacillus subtilis, l’ARNnc SR4 (180 

nucléotides) est complémentaire de l’extrémité 3’ du gène de la 

(Jahn et al., 2012). L’ARNm bsrG et 

brident sur une région de 123 nucléotides et cet ARN duplex 

Les STA de type II sont prévalents dans le monde 

systèmes, l’antitoxine est une protéine de 

est généralement transcrit en opéron 

toxine. L’antitoxine a le plus souvent une double 

nction, elle forme un complexe avec la toxine pour inhiber son 

réprime le promoteur de l’opéron TA (Fig. 3). Le 

généralement aussi un répresseur du 

. Les deux fonctions de l’antitoxine sont 

domaines protéiques distincts : le domaine 
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. Schéma représentatif du 

STA RelEB.  

 

. Schéma représentatif 
du STA SymER.  

leur mode d’action et leur rôle 

(Van Melderen, 2010; Wen et 

Dans les systèmes identifiés jusqu’à présent, si la toxine est toujours de nature 

être une protéine ou un ARN non codant (ARNnc). Six types de 

définis en fonction de la nature de l’antitoxine et de son mode de 

(ARN non codants) de 50 à 200 

des ARNm codant les toxines. Les gènes 

ère divergente à partir de leur propre 

avec les ARNm des toxines et bloquent ainsi 

ARN duplex est dégradé 



 

Fig. 
(adapté de 

responsable de la neutralisation de la toxine et le domaine responsable de la fixa

(Yamaguchi et al., 2011). A titre d’exemple, le STA RelEB d’

RelE (95 aa) et de son antitoxine dédiée RelB (79

son activité. De plus, RelB se fixe sur l’opérateur 

réprimer l’expression de l’opéron 

 

C. STA de type III  

Les antitoxines des STA de type III sont 

des ARNnc capables d’interagir directement avec 

les protéines toxiques pour inhiber leur activité

Le STA ToxNI fut le premier système de 

identifié. Il est codé pa

plasmide du phytopathogène 

atrosepticum (Fineran et al., 2009)

d’antitoxine toxI (toxN inhibitor

du gène de la toxine ToxN, est constitué de 5,5 répétitions directes d’une séquence de 36 

nucléotides (Fig. 4). Ces deux gènes sont sous le contrôle d’un seul promoteur mais sont 

séparés par un terminateur transcr

transcription de l’ARNm de la toxine ToxN

clive non seulement les ARNm de la cellule (comme 

l’ARNnc ToxI entre chaque unité de répétition

AG (Short et al., 2012). Ceci

structure est en pseudonoeuds. 

bloquant son site actif (Fig. 5

ToxI qui interagissent chacun avec deux monomères ToxN 

triangulaire hétéro-hexamérique composée de trois ToxN reliés les uns aux autres via les 

pseudonoeuds ToxI (Fig. 5) (Blower et al., 2011)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Schéma représentatif du STA ToxNI 
(adapté de Unterholzner et al., 2013).

 
Fig. 5. Complexe hétéro -hexamérique ToxNI 
(adapté de Short et al., 2012).  

responsable de la neutralisation de la toxine et le domaine responsable de la fixa

A titre d’exemple, le STA RelEB d’E. coli est compo

e son antitoxine dédiée RelB (79 aa). RelB se complexe à RelE pour inhiber 

son activité. De plus, RelB se fixe sur l’opérateur relO, seule ou complexée à RelE, pour 

réprimer l’expression de l’opéron relBE (Gotfredsen and Gerdes, 1998). 

 

antitoxines des STA de type III sont 

des ARNnc capables d’interagir directement avec 

les protéines toxiques pour inhiber leur activité. 

fut le premier système de ce type 

Il est codé par un  

du phytopathogène Pectobacterium 

(Fineran et al., 2009). Le gène 

toxN inhibitor), situé en amont 

est constitué de 5,5 répétitions directes d’une séquence de 36 

. Ces deux gènes sont sous le contrôle d’un seul promoteur mais sont 

séparés par un terminateur transcriptionnel rho-indépendant qui permet 10% de fuite de 

de la toxine ToxN (Fineran et al., 2009). ToxN est une ARNase

clive non seulement les ARNm de la cellule (comme ompA, dksA et lpp

ntre chaque unité de répétition, en reconnaissant les séquences AA

. Ceci conduit à la formation de l’ARNnc ToxI (

structure est en pseudonoeuds. Cet ARNnc inhibe alors l’activité ARNase de ToxN en 

5). Le complexe ToxN-ToxI est composé de t

interagissent chacun avec deux monomères ToxN pour former une structure 

ique composée de trois ToxN reliés les uns aux autres via les 

(Blower et al., 2011). 
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. Schéma représentatif du STA ToxNI 

adapté de Unterholzner et al., 2013).  

responsable de la neutralisation de la toxine et le domaine responsable de la fixation à l’ADN 

est composé de l’ARNase 

. RelB se complexe à RelE pour inhiber 

ou complexée à RelE, pour 

est constitué de 5,5 répétitions directes d’une séquence de 36 

. Ces deux gènes sont sous le contrôle d’un seul promoteur mais sont 

permet 10% de fuite de 

ToxN est une ARNase, elle 

lpp) mais également 

, en reconnaissant les séquences AA-AU ou A-

ToxI (36 bases) dont la 

l’activité ARNase de ToxN en 

est composé de trois pseudonoeuds 

former une structure 

ique composée de trois ToxN reliés les uns aux autres via les 



 

D. STA de type IV  

L’activité des protéines CbtA (

A) et CbeA (cytoskeleton bundling

d’E. coli a permis de définir cette

(Masuda et al., 2012). La particularité de ce module est que ni 

le transcrit de l’antitoxine CbeA ni son produit protéique

n’interagissent avec l’ARNm de la toxine CbtA ou avec son 

produit, contrairement aux cinq autres types de STA

and Shaw, 2003). CbtA (124 aa) 

effets antagonistes sur la polym

essentielles du cytosquelette : FtsZ

protéine de type tubuline, forme une structure en anneau 

l’équateur de la cellule et joue le rôle

impliquées dans la division cel

responsable du maintien de la forme et de la polarité de la cellule bactérienne 

al., 2001). La toxine CbtA affecte la morphologie et la division cellulaire en bloquant la 

polymérisation des protéines FtsZ et MreB

l’action de CbtA en se fixant directement aux protéines MreB et FtsZ et en favorisant leur 

polymérisation en filaments multimériques 

Nous pouvons nous interroger sur la relevance d

STA. En effet, il n’y a pas d’interaction 

plus, CbeA contrecarre non 

d’autres inhibiteurs de la division cellulaire

chimique qui inhibe la polymérisation de MreB

polymérisation de FtsZ (Masuda et al., 2012)

être simplement considérées comme des modulateurs

cellulaire partageant les mêmes cibles.

Un second STA de type IV a été

(Abortive infection system) porté par un élement conjugatif et intégratif (ICE, 

conjugative element) de Streptococcus agalactiae 

serait une nucléotidyltransférase GTP

L’antitoxine protéique AbiEi (287 aa

complexe protéique avec elle

inconnues. 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Schéma représentatif du 
STA CbtA
Markovski et Wickner, 2013).

 

L’activité des protéines CbtA (cytosqueletal binding toxin 

ytoskeleton bundling-enhancing factor A)  

cette catégorie de STA en 2012 

a particularité de ce module est que ni 

ne CbeA ni son produit protéique 

n’interagissent avec l’ARNm de la toxine CbtA ou avec son 

ux cinq autres types de STA (Brown 

(124 aa) et CbeA (122 aa) ont des 

antagonistes sur la polymérisation de deux protéines 

: FtsZ et MreB (Fig. 6). FtsZ, une 

forme une structure en anneau à 

joue le rôle d’échafaudage pour un grand nombre de protéines 

impliquées dans la division cellulaire. MreB, une protéine de type actine,

de la forme et de la polarité de la cellule bactérienne 

La toxine CbtA affecte la morphologie et la division cellulaire en bloquant la 

risation des protéines FtsZ et MreB (Tan et al., 2011). L’antitoxine CbeA 

l’action de CbtA en se fixant directement aux protéines MreB et FtsZ et en favorisant leur 

polymérisation en filaments multimériques (Masuda et al., 2012). 

interroger sur la relevance d’étiqueter le module

il n’y a pas d’interaction directe entre l’antitoxine et la toxine ou son 

 seulement l’activité de la toxine CbtA mais également celle 

de la division cellulaire comme l’antibiotique A22, un

lymérisation de MreB, et les protéines SulA et DicB qui inhibe

(Masuda et al., 2012). A ce titre, les protéines CbtA et CbeA pourraient 

mplement considérées comme des modulateurs de la division et de la morphologie 

partageant les mêmes cibles. 

second STA de type IV a été récemment décrit : il s’agit du système AbiEii

) porté par un élement conjugatif et intégratif (ICE, 

Streptococcus agalactiae (Dy et al., 2014). La toxine AbiEii (

serait une nucléotidyltransférase GTP-spécifique mais sa cible n’a pas encore été déterminée. 

287 aa) neutralise la toxicité de la toxine AbiEii

complexe protéique avec elle. L’activité antitoxique ainsi que la cible de AbiEi sont 
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. Schéma représentatif du 
STA CbtA -CbeA (adapté de 
Markovski et Wickner, 2013).  

échafaudage pour un grand nombre de protéines 

de type actine, est principalement 

de la forme et de la polarité de la cellule bactérienne (van den Ent et 

La toxine CbtA affecte la morphologie et la division cellulaire en bloquant la 

. L’antitoxine CbeA empêche 

l’action de CbtA en se fixant directement aux protéines MreB et FtsZ et en favorisant leur 

module CbtA-CbeA comme 

la toxine ou son ARNm. De 

seulement l’activité de la toxine CbtA mais également celle 

, une petite molécule 

protéines SulA et DicB qui inhibent la 

CbtA et CbeA pourraient 

de la division et de la morphologie 

: il s’agit du système AbiEii-AbiEi 

) porté par un élement conjugatif et intégratif (ICE, integrative and 

. La toxine AbiEii (298 aa) 

spécifique mais sa cible n’a pas encore été déterminée. 

neutralise la toxicité de la toxine AbiEii sans former de 

a cible de AbiEi sont encore 



 

E. STA de type V 

Le système GhoT-GhoS, décrit en 2012,

le seul prototype de STA de type V 

codé par l’opéron chromosomique 

toxine GhoT (ghost cells) est une protéine 

dans la membrane aux pôles de la cellule

qui provoque une diminution de la force protomotrice et une 

réduction de la quantité 

L’antitoxine GhoS (98 aa) est une ARNase

très stringente. Sa surproduction

vingtaine d’ARNm seulement

biosynthèse ou de transport des purines 

GhoS clive l’ARNm ghoS

UNNU(A/C)N(A/G)(A/U)A(A/U)

ainsi la synthèse de la toxine GhoT, 

 

F. STA de type VI  

Le système SocB-SocA

Caulobacter crescentus est actuellement le seul exemple de STA 

de type VI (Aakre et al., 2013)

réplication en se fixant à la protéine DnaN, une enzyme du 

complexe de réplication, et l’empêche d’interagir avec l’ADN 

polymérase pour augmenter sa processivité. SocB

constitutivement produite et est 

neutralisation par l’antitoxine SocA dépend du complexe 

protéasique ClpX-ClpP (Fig. 

régions non structurées dans les protéines

et les transmet à la peptidase ClpP qui les dégrade. 

neutraliser SocB, l’antitoxine SocA 

protéique de la protéase ClpXP

à l’extrémité N-terminale de ClpX et transmet

complexe ClpXP qui la dégrade

 

 

Le système HicA3-HicB3 

de type II. C’est pourquoi nous nous 

introduction. 

 

Fig.  8. Schéma représentatif 
du STA SocBA (adapté de 
Markovski et Wickner, 2013).

Fig. 7. Schéma représentatif du 
STA GhoTS (adapté de 
Unterholzner et al., 2013).

S, décrit en 2012, est actuellement 

le seul prototype de STA de type V (Wang et al., 2012). Il est 

chromosomique ghoST d’E. coli (Fig. 7). La 

est une protéine (57 aa) qui s’insère 

dans la membrane aux pôles de la cellule et l’endommage, ce 

une diminution de la force protomotrice et une 

a quantité d’ATP intracellulaire disponible. 

est une ARNase dont l’activité est 

. Sa surproduction conduit au clivage d’une 

seulement : celui de la toxine GhoT ainsi que 

transport des purines ou des pyrimidines (Wang et al., 2012)

ghoS-ghoT au niveau de cinq sites (de consensus

UNNU(A/C)N(A/G)(A/U)A(A/U)-3’), tous localisés dans la région codant Gho

ainsi la synthèse de la toxine GhoT, sans perturber sa propre production (Wang et al., 2012)

 

SocA (suppressor of ClpXP) de 

est actuellement le seul exemple de STA 

(Aakre et al., 2013). La toxine SocB bloque la 

réplication en se fixant à la protéine DnaN, une enzyme du 

réplication, et l’empêche d’interagir avec l’ADN 

polymérase pour augmenter sa processivité. SocB est 

et est naturellement instable. Sa 

par l’antitoxine SocA dépend du complexe 

 8). L’ATPase ClpX reconnait des 

régions non structurées dans les protéines, déplie les protéines 

peptidase ClpP qui les dégrade. Pour 

’antitoxine SocA agit comme un adaptateur 

protéique de la protéase ClpXP : SocA complexée à SocB se fixe 

terminale de ClpX et transmet la toxine au 

qui la dégrade. 

HicB3 de Yersinia pestis qui a fait l’objet de notre étude 

de type II. C’est pourquoi nous nous focaliserons sur ce type de STA dans la suite de cette 
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. Schéma représentatif 
du STA SocBA (adapté de 
Markovski et Wickner, 2013).  

 
Schéma représentatif du 

STA GhoTS (adapté de 
Unterholzner et al., 2013).  

la toxine GhoT ainsi que ceux de gènes de 

(Wang et al., 2012). L’antitoxine 

de consensus 5’-

GhoT. GhoS empêche 

(Wang et al., 2012). 

qui a fait l’objet de notre étude est un STA 

ce type de STA dans la suite de cette 
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Famille Opéron Toxine Antitoxine  Référence 

CcdBA ccdAB CcdB CcdA Ogura et Hiraga 1983 

HigBA higBA HigB HigA Tian et al., 1996 

HipAB hipBA HipA HipB Moyed et Bertrand 1983 

MazFE 

chpBIK ChpBK ChpBI Masuda et al., 1993 

mazEF MazF MazE Aizenman et al., 1996 

parD Kid Kis Ruiz-Echevarria et al., 1995 

pemKI PemK PemI Tsuchimoto et al., 1988 

ParED parDE ParE ParD Roberts et al., 1990 

Doc/Phd phd-doc Doc Phd Lehnherr et al., 1993 

RelEB 

dinJ-yafQ YafQ DinJ Gerdes et al., 2005 

relBE RelE RelB Gotfredsen et Gerdes 1998 

yefM-yoeB YoeB YefM Cherny et Gazit, 2003 

VapCB vapBC VapC VapB Zhang et al., 2004 

ζ/ε 
(Zeta/Epsilon) 

ζ-ε ζ ε Meinhart et al., 2003 

Tableau 1. Neuf familles de STA.  

II. Propriétés des STA de type II  

Les STA de type II sont présents chez un grand nombre de bactéries et d’archées. Leurs 

gènes sont localisés sur le chromosome ou sur des éléments génétiques mobiles comme des 

plasmides, des transposons, des îlots génomiques ou des phages. L’intégration des STA dans 

les chromosomes bactériens s’est probablement produite suite à des transferts horizontaux de 

gènes d’éléments mobiles (Leplae et al., 2011). 

Les STA de type II sont généralement codés par deux petits gènes organisés en opéron 

qui peuvent être séparés par une région intergénique courte (30 pb maximum) ou être 

chevauchants (20 pb maximum) (Leplae et al., 2011; Pandey and Gerdes, 2005). Le premier 

gène code généralement l’antitoxine (31 à 204 aa) et le second, la toxine (41 à 440 aa). 

Cependant, il existe quelques exceptions à cette organisation génétique : l’ordre des gènes 

est inversé pour les opérons higBA, mqsRA, rnlAB et hicAB d’E. coli où le premier gène code 

la toxine (Christensen-Dalsgaard and Gerdes, 2006; Jorgensen et al., 2008; Kasari et al., 

2010; Koga et al., 2010). Par ailleurs, certains gènes de toxine sont orphelins ou sont localisés 

à distance des gènes d’antitoxine sur le chromosome (Makarova et al., 2009). C’est le cas du 

gène de toxine mazF-mx de Myxococcus xanthus : son antitoxine, MprC, est codée par un 

gène distant de plus de 4,44 Mb de mazF-mx (Nariya and Inouye, 2008). Enfin, certains STA 

se composent de trois protéines, le troisième partenaire étant un régulateur transcriptionnel 

co-transcrit avec les gènes TA (Zielenkiewicz and Cegłowski, 2005). 

Les STA de type II peuvent être classés en fonction de la séquence protéique, de la 

structure ou de l’activité des toxines et des antitoxines. Pendant longtemps, une famille de 

toxines a été associée à une seule famille d’antitoxines. Les STA étaient donc classés en tant 

que paire de toxines et d’antitoxines et 9 familles de STA avaient été répertoriées (Tableau 1 

d’après (Gerdes et al., 2005). 
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Par la suite, des analyses bioinformatiques ont révélé que les toxines d’une même 

famille peuvent être associées à des antitoxines appartenant à des familles différentes 

(Anantharaman and Aravind, 2003). La modularité des STA a été confirmée par la découverte 

du STA TasB-TasA de Bacillus thuringiensis qui comprend la toxine TasB de la famille Doc et 

l’antitoxine TasA de la famille MazE (Fico and Mahillon, 2006), puis celle du STA YhaV-PrlF 

d’E. coli, où la toxine YhaV est similaire à RelE et l’antitoxine PrlF à MazE (Schmidt et al., 

2007). Les familles de toxines sont donc à présent considérées indépendamment des familles 

d’antitoxines. L’analyse des séquences de 2181 génomes procaryotes a prédit l’existence de 

plus de 10 000 STA de type II putatifs classés en 12 familles de toxines et 20 familles 

d’antitoxines (Leplae et al., 2011). Les études sur l’origine et l’évolution des STA suggèrent 

que les toxines et les antitoxines ne dérivent pas d’un ancêtre commun mais ont évolué à 

partir d’un petit nombre de protéines qui se sont associées à de multiples reprises au cours de 

l’évolution (Anantharaman and Aravind, 2003; Hayes and Van Melderen, 2011). 

Les génomes bactériens codent généralement plusieurs STA. Le record actuel est 

détenu par la cyanobactérie Microcystis aeruginosa NIES-843 dont le génome contient 97 loci 

de STA putatifs, soit 1,5% du nombre de phases ouvertes de lecture ou ORF (open reading 

frame) (Leplae et al., 2011). En 2005, une étude a proposé que les STA prédominent chez les 

bactéries à mode de vie extracellulaire par rapport aux bactéries intracellulaires obligatoires 

(Pandey and Gerdes, 2005). Cependant, une étude plus récente contredit cette hypothèse 

puisque dans les génomes des espèces strictement intracellulaires Rickettsia belii et R. felis, 

les STA représentent respectivement 2,2% et 2,6% du nombre total d’ORF (Leplae et al., 

2011). Par ailleurs, il semble que le nombre de STA soit plus élevé chez les bactéries 

hautement pathogènes (Georgiades and Raoult, 2011). Par exemple, le génome de 

Mycobacterium tuberculosis coderait 88 STA, dont 47 homologues du système VapBC, tandis 

que le génome de M. smegmatis ne coderait que trois STA VapBC (Demidenok et al., 2014; 

Ramage et al., 2009). 

 

III. Les toxines des STA de type II  

Les toxines inhibent la croissance des bactéries, voire même entrainent leur mort, en 

ciblant des processus physiologiques essentiels tels que la réplication, la traduction ou encore 

la division cellulaire. 

 

A. Les toxines ciblant la réplication  

Les toxines CcdB et ParE (partitioning), codées respectivement par les plasmides F et 

RK2, bloquent l’étape d’élongation de la réplication en inhibant l’activité de l’ADN gyrase 

(Bernard et al., 1993; Jiang et al., 2002). L’ADN gyrase est une topoisomérase de type II 

(Reece et al., 1991). Elle introduit des supertours négatifs dans l’ADN pour faciliter le passage 

des complexes de réplication et de transcription. La gyrase est formée de deux sous-unités. 



 

Fig. 10. Mécanismes d’inhibition de 
des ARNr (C) par les ARNase s indépendantes du ribosome et des
du ribosome. (E) Inhibition de l’aminoacylation de l’ARNt. (F) In hibition de l’association des sous
ribosome (G) Inhibition du facteur d’él

La première, GyrA, constitue le domaine catalytique de l’enzyme. E

l’hélice d’ADN, entraine le passage d’un 

religature les extrémités d’ADN

l’énergie nécessaire à l’activité de 

La toxine CcdB se fixe sur le 

domaine de dimérisation de la sous

GyrA et inhibe son activité 

Lorsque la gyrase est fixée à l’ADN, 

CcdB empêche la religatur

extrémités de l’ADN clivé par 

bloque le passage des polymérases

(Bernard and Couturier, 1992; Dao

al., 2005). 

La toxine ParE a un effet similaire sur la gyrase

ParE ainsi que son mode d’action n’ont pas encore été 

 

B. Les toxines ciblant l

Les toxines ciblent majoritairement la

catégorie ont une activité endoribonucléase (ARNase)

en perturbant la machinerie de traduction (

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mécanismes d’inhibition de la traduction par les toxines. Clivage des ARNm
s indépendantes du ribosome et des  ARNm (D) par les ARNases dépendantes 

(E) Inhibition de l’aminoacylation de l’ARNt. (F) In hibition de l’association des sous
(G) Inhibition du facteur d’él ongation EF- Tu (adapté de Bertram et Schuster, 2014).

Fig. 9. La toxine CcdB inhibe la réplication en bloquant 
l’ADN gyrase ( adapté de Buts et al., 2005).

première, GyrA, constitue le domaine catalytique de l’enzyme. Elle coupe les deux brins de 

entraine le passage d’un segment d’ADNdb à travers le site de coupure 

les extrémités d’ADN clivé. La seconde sous-unité, GyrB, hydrolyse l’ATP 

nécessaire à l’activité de surenroulement de l’ADN. 

La toxine CcdB se fixe sur le 

domaine de dimérisation de la sous-unité 

t inhibe son activité (Fig. 9). 

Lorsque la gyrase est fixée à l’ADN, 

CcdB empêche la religature des 

par GyrA et 

bloque le passage des polymérases 

(Bernard and Couturier, 1992; Dao-Thi et 

a un effet similaire sur la gyrase. Cependant, la sous

ParE ainsi que son mode d’action n’ont pas encore été déterminé (Jiang et al., 2002)

es toxines ciblant l a traduction  

Les toxines ciblent majoritairement la traduction. La plupart des toxines 

ont une activité endoribonucléase (ARNase), quelques autres inhibent la traduction 

en perturbant la machinerie de traduction (Fig. 10). 
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Clivage des ARNm  (A), des ARNt  (B) et 
par les ARNases dépendantes 

(E) Inhibition de l’aminoacylation de l’ARNt. (F) In hibition de l’association des sous -unités du 
Tu (adapté de Bertram et Schuster, 2014).  

La toxine CcdB inhibe la réplication en bloquant 
adapté de Buts et al., 2005).  

 

coupe les deux brins de 

le site de coupure puis 

, GyrB, hydrolyse l’ATP et fournit 

sous-unité ciblée par 

(Jiang et al., 2002). 

La plupart des toxines de cette 

utres inhibent la traduction 
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1. Une majorité d’ARNases  

Les ARNases sont classées en deux groupes : les ARNases indépendantes des 

ribosomes (ou ARN interférases) clivent les ARNm, les ARNt ou les ARNr, alors que les 

ARNases dépendantes des ribosomes clivent les ARNm uniquement lors de leur traduction 

par le ribosome. 

 

a. Exemples d’ARN interférases 

i. MazF 

La toxine MazF (maz signifie « qu’est ce que c’est » en hébreux) d’E. coli est l’ARN 

interférase la mieux caractérisée. Son activité ne nécessite pas la présence d’ion métallique. 

Elle clive les ARNm et l’ARNr 16S au niveau de triplets simples brins (sb) A-CA en 3’ du 

premier A. Elle clive son propre ARNm qui contient 9 sites ACA, ce qui affecte sa production 

(Zhang et al., 2003). Les orthologues de MazF clivent différentes séquences d’ARNsb de 3, 4 

ou 5 bases. A titre d’exemples, YdcE de B. subtilis clive la séquence U-AC (Pellegrini et al., 

2005), MazF-Sa de Staphylococcus aureus clive des séquences du type VU-UV’ (où V et V’ 

sont A, C ou G) (Fu et al., 2007) et MazF-mt7 de M. tuberculosis clive la séquence U-CGCU 

(Zhu et al., 2008). Les séquences cibles des toxines MazF sont plus ou moins fréquentes 

dans les ARN bactériens. Par exemple, 99% des ARNm d’E. coli contiennent la séquence 

ACA (Baik et al., 2009) alors que seuls 20% des ARNm de M. tuberculosis contiennent la 

séquence CU-CCU reconnue par MazF-mt3 (Schifano et al., 2014). Certains gènes ou 

familles de gènes codent des ARNm plus ou moins sensibles à l’action des toxines MazF. 

L’ARNm sraP de S. aureus, qui code un facteur de virulence, est extrêmement sensible à 

MazF-Sa car il contient 43 sites de clivage (Zhu et al., 2009). Par contre, le site de clivage 

reconnu par MazF-mt7 de M. tuberculosis est sous-representé dans la famille des gènes 

PE/PPE. Ces gènes codent des protéines, dont le domaine N-terminal comporte un motif Pro-

Glu (PE) ou Pro-Pro-Glu (PPE), qui jouent un rôle dans l’immunopathogénicité de la bactérie 

(Zhu et al., 2008). 

MazF d’E. coli clive aussi l’ARNr 16S ce qui entraine la production d’une machinerie de 

traduction alternative (Vesper et al., 2011). MazF clive les 43 derniers nucléotides de l’ARNr 

16S et élimine donc la séquence anti-Shine Dalgarno (aSD) (Fig. 11). Les ARNr 16S tronqués 

se complexent aux protéines ribosomales pour former une sous-population de ribosomes 

nommés ribosomes de stress. Contrairement aux ribosomes canoniques, les ribosomes de 

stress ne traduisent que les ARNm dont l’extrémité 5’UTR contenant la séquence SD a été 

éliminée (ARNm décapités ou leaderless mRNA) (Fig. 11) (Vesper et al., 2011). Ces ARNm 

décapités, qui résultent du clivage par MazF d’un site ACA présent entre la séquence SD et le 

codon AUG, codent environ 10% des protéines d’E. coli, une dizaine d’entre-elles est 

impliquée dans la balance survie/mort cellulaire (Amitai et al., 2009; Vesper et al., 2011). 

 



 

Fig. 11. Le clivage des ARNm et de
formation d’une machinerie alternative 
Engelberg- Kulka, 2012).

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. VapC 

A la différence des toxines MazF, l

protein) nécessitent la présence 

substrat et clivent soit l’ARNsb, soit l’ARN double brin

que les séquences d’ARNsb AU

tuberculosis serait capable de cliver l’ARNdb 

reconnaissent qu’un seul type d’ARN

Salmonella enterica clivent uniquement l’ARNt d’inititation ARNt

2012) et VapC20 de M. tuberculosis

nommée boucle Sarcine-Ricin

hyperthermophile Sulfolobus solfataricus 

totaux in vitro (Maezato et al., 2011)

VapC, VapC4 de M. tuberculosis

contenant la séquence ACGC suffit à inhiber la traduction 

 

b. Exemples d’

dépendantes des ribosomes

RelE d’E. coli est 

dépendante du ribosome la mieux 

caractérisée (Hurley et al., 2011; Neubauer 

et al., 2009; Pedersen et al., 2003)

fixe à la sous-unité 30S du ribosome en 
Fig. 12. L’ARNase RelE s’insère dans le site A du 
ribosome pour cliver les ARNm en cours de traductio n 
(adapté de Griffin et al., 2013).  

Le clivage des ARNm et de  l’ARNr 16S par la toxine  MazF conduit à la 
formation d’une machinerie alternative de traduction (adapté de Moll et 

Kulka, 2012).  

A la différence des toxines MazF, les toxines de la famille VapC (

nécessitent la présence de Mg2+ pour leur activité. Elles ont différentes spécificités de 

sb, soit l’ARN double brin (db). VapC de M. smegmatis 

que les séquences d’ARNsb AU-A (McKenzie et al., 2012), tandis que VapC

capable de cliver l’ARNdb (Miallau et al., 2008). Certaines

reconnaissent qu’un seul type d’ARN : les ARNases VapC de Shigella flexneri

clivent uniquement l’ARNt d’inititation ARNtfMet (Winther and Gerdes, 

M. tuberculosis clive l’ARNr 23S au niveau d’une structure spécifique 

Ricine (Winther et al., 2013). A l’inverse, VapC6 de la bactérie 

Sulfolobus solfataricus a un large spectre de substrats

(Maezato et al., 2011). Enfin, contrairement aux autres toxines de la famille 

M. tuberculosis n’a qu’une faible activité ARNase, sa fixation aux ARNm 

contenant la séquence ACGC suffit à inhiber la traduction (Sharp et al., 2012)

Exemples d’ ARNases 

dépendantes des ribosomes  

est l’ARNase 

dépendante du ribosome la mieux 

(Hurley et al., 2011; Neubauer 

et al., 2009; Pedersen et al., 2003). Elle se 

unité 30S du ribosome en 
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. L’ARNase RelE s’insère dans le site A du 
ribosome pour cliver les ARNm en cours de traductio n 

 

MazF conduit à la 
de traduction (adapté de Moll et 

(virulence associated 

pour leur activité. Elles ont différentes spécificités de 

M. smegmatis ne coupe 

tandis que VapC5 de M. 

Certaines toxines VapC ne 

Shigella flexneri et de 

(Winther and Gerdes, 

clive l’ARNr 23S au niveau d’une structure spécifique 

. A l’inverse, VapC6 de la bactérie 

a un large spectre de substrats : elle clive les ARN 

. Enfin, contrairement aux autres toxines de la famille 

n’a qu’une faible activité ARNase, sa fixation aux ARNm 

t al., 2012). 



Introduction 

18 

 

interagissant essentiellement avec l’ARNr 16S. RelE ne possède aucune activité ARNase en 

absence du ribosome. Elle clive les ARNm uniquement lorsqu’ils sont positionnés dans le site 

A du ribosome (Fig. 12). En effet, l’interaction entre l’ARNm et l’ARNr 16S permet à l’ARNm 

d’être correctement orienté pour qu’il soit clivé par RelE. Le clivage de l’ARNm par RelE se 

produit préférentiellement entre le 2e et le 3e nucléotide d’un codon se terminant par G. 

Contrairement à RelE, la toxine YoeB d’E. coli est une ARNase capable de cliver les 

ARNm en absence de ribosome in vitro (Kamada and Hanaoka, 2005). Cependant, in vivo, 

son activité ARNase dépend de la présence du ribosome qui, de la même manière que pour la 

toxine RelE, stabilise la conformation de l’ARNm afin qu’il soit clivé par la toxine YoeB (Feng 

et al., 2013). YoeB clive les ARNm trois bases en aval du codon d’initiation AUG. Par ailleurs, 

il a été suggéré que l’activité ARNase de YoeB n’est pas essentielle à sa toxicité. En effet, la 

mutation de son site actif n’empêche pas l’inhibition de la traduction (Zhang and Inouye, 

2009). Il a donc été proposé que la fixation de YoeB à la sous-unité 50S du ribosome et son 

interaction avec le site A empêche la formation du complexe d’initiation de la traduction et 

pourrait stimuler l’activité endoribonucléase du ribosome (Hayes and Sauer, 2003). 

HigB (host inhibition of growth) du plasmide Rts1 de Proteus vulgaris et YafQ d’E. coli 

sont d’autres ARNases dépendantes du ribosome. Elles clivent des séquences riches en 

adénosine. HigB clive des triplets AAA indépendamment du cadre de lecture, alors que YafQ 

ne clive le codon AAA que lorsque celui-ci est en phase (Hurley and Woychik, 2009; Prysak et 

al., 2009). 

 

2. Quelques toxines inhibitrices de la machinerie d e traduction  

Au cours de la traduction, le rôle du facteur d’élongation Tu (EF-Tu, elongation factor 

thermo unstable) est d’amener les ARNt amino-acylés au site A du ribosome afin de permettre 

l’élongation des produits de traduction. La toxine Doc (death on curing) du bactériophage P1 

est une thréonine kinase qui phosphoryle EF-Tu, ce qui l’empêche de se lier aux ARNt amino-

acylés et bloque l’élongation de la traduction (Castro-Roa et al., 2013; Cruz et al., 2014). 

On a d’abord pensé qu’EF-Tu était aussi la cible de la toxine HipA (high persistence) 

d’E. coli qui a une activité sérine kinase (Schumacher et al., 2009). Mais il a été récemment 

montré que HipA phosphoryle la glutamyl-tRNA synthétase GltX, responsable de la fixation du 

glutamate sur l’ARNtGlu (Fig. 13). Cette phosphorylation empêche l’amino-acylation de 

l’ARNtGlu et conduit à l’accumulation d’ARNtGlu non chargé et à l’arrêt de la synthèse protéique 

(Germain et al., 2013; Kaspy et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 



 

Fig. 13. La kinase HipA inhibe l’élongation de la 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La toxine RatA (ribosome association toxin

sous-unité 50S du ribosome

ribosomes 70S ne sont pas formés, ce qui conduit

(Zhang and Inouye, 2011). 

 

C. Les toxines ciblant la division cellulaire

La toxine PezT (pneumococcal zeta toxin

synthèse du peptidoglycane via 

peptidoglycane est la modification 

de l’UDP-N-acétylglucosamine 

(UNAG) en enolpyruvyl-UNAG par 

l’enzyme MurA (Fig. 14). Or, PezT 

phosphoryle l’UNAG en UNAG

phosphate qui est un inhibiteur 

compétitif de MurA. Par ce 

mécanisme, la toxine PezT bloque 

la totalité de la voie de 

biosynthèse du peptidoglycane et 

conduit à la lyse bactérienne (Mutschler et al., 2011)

 

D. Structure des toxines

La structure de plusieurs toxines 

structurales. Curieusement, il est apparu que des toxines d’activités différentes, comme 

l’ARNase Kid et l’inhibiteur de gyrase 

ce malgré la faible conservation de

ancêtre commun et auraient 

différentes (Smith et al., 2012)

 

 

. La kinase HipA inhibe l’élongation de la traduction (adapté de Germain et al., 2013).

Fig. 14. Mécanisme d’inhibition de la synthèse de peptidog lycane 
par la toxine PezT (adapté de Mutschler et al., 2011).

ibosome association toxin A) d’E. coli se fixe spécifiquement à

ribosome et empêche son association avec la sous

ribosomes 70S ne sont pas formés, ce qui conduit à l’inhibition de l’initiation de la traduction 

Les toxines ciblant la division cellulaire  

pneumococcal zeta toxin) de Streptococcus pneumoniae 

synthèse du peptidoglycane via son activité kinase. La première étape de la synthèse du 

peptidoglycane est la modification 

acétylglucosamine 

UNAG par 

. Or, PezT 

NAG-3’-

phosphate qui est un inhibiteur 

compétitif de MurA. Par ce 

mécanisme, la toxine PezT bloque 

la totalité de la voie de 

biosynthèse du peptidoglycane et 

(Mutschler et al., 2011). 

Structure des toxines  

structure de plusieurs toxines a été résolue et a permis de distinguer

structurales. Curieusement, il est apparu que des toxines d’activités différentes, comme 

l’inhibiteur de gyrase CcdB, appartiennent à une même famille structurale et 

conservation de leur structure primaire. Ces toxines

auraient ensuite évolué pour interagir avec des cibles cellulaires 

(Smith et al., 2012). 
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traduction (adapté de Germain et al., 2013).  

. Mécanisme d’inhibition de la synthèse de peptidog lycane 
(adapté de Mutschler et al., 2011).  

 

e spécifiquement à la 

ociation avec la sous-unité 30S. Les 

à l’inhibition de l’initiation de la traduction 

Streptococcus pneumoniae inhibe la 

son activité kinase. La première étape de la synthèse du 

distinguer six familles 

structurales. Curieusement, il est apparu que des toxines d’activités différentes, comme 

CcdB, appartiennent à une même famille structurale et 

Ces toxines dériveraient d’un 

ensuite évolué pour interagir avec des cibles cellulaires 



 

Fig. 15. Structures des toxines de la famille RelE
YafQ (PDB 2Q2U), MqsR (PDB 3HI2), ParE (PDB 3KXE) et 
Barnase (PDB 1BNR).  

1. La famille structurale

Elle comprend les ARNases dépendantes du ribosome

coli, HigB de P. vulgaris et l’inhibiteur de gyrase ParE

monomériques sont caractérisées par un feuillet 

adjacentes. Le nombre, l’orientation et la longueur des hélices sont variables

toxines de la famille RelE présentent des similarités de structure avec les ARNases Sa et 

Barnase (Fig. 15). 

 

Le site actif des ARNases de cette famille 

formée par le feuillet β et l’extr

acide-base His-Glu pour YoeB et YafQ

Lys et Arg pour RelE et d’au moins un résidu His pour HigB 

al., 2009; Feng et al., 2013; Neubauer et al., 2009; Schureck et al., 2014)

L’inhibiteur de gyrase ParE1 de 

bien qu’il n’ait pas d’activité ARNase 

D’ailleurs, ParE1 ne contient aucun des résidus essentiels à l’activité des ARNases de la 

famille RelE. Jusqu’à présent, a

n’a été publiée. Les régions protéiques i

gyrase sont donc encore inconnues

 

2. La famille structurale 

Les ARN interférases MazF

l’inhibiteur de gyrase CcdB 

(Hargreaves et al., 2002; Kamada et al., 2003; Pellegrini et al., 2005)

caractérisée par une structure comportant un

entouré d’hélices α (Hargreaves et al., 2002; Kamada et al., 2003)

. Structures des toxines de la famille RelE  : RelE (PDB 4FXI), YoeB (PDB 2A6S), HigB (PDB 4MCT), 
YafQ (PDB 2Q2U), MqsR (PDB 3HI2), ParE (PDB 3KXE) et celles de l’ARNase Sa (PDB 3A5E) et de la 

structurale  RelE 

Elle comprend les ARNases dépendantes du ribosome RelE, MqsR,

et l’inhibiteur de gyrase ParE1 de C. crescentus

caractérisées par un feuillet β antiparallèle central flanqué d’hélices 

adjacentes. Le nombre, l’orientation et la longueur des hélices sont variables

toxines de la famille RelE présentent des similarités de structure avec les ARNases Sa et 

des ARNases de cette famille est localisé au niveau d’une surface concave 

β et l’extrémité C-terminale. Il est essentiellement composé 

Glu pour YoeB et YafQ, d’un triplet Lys, Gln et Tyr pour MqsR

d’au moins un résidu His pour HigB (Armalyte et al., 2012; Brown et 

al., 2009; Feng et al., 2013; Neubauer et al., 2009; Schureck et al., 2014). 

L’inhibiteur de gyrase ParE1 de C. crescentus appartient à la famille structura

bien qu’il n’ait pas d’activité ARNase (Barbosa et al., 2010; Dalton and Crosson, 2010)

, ParE1 ne contient aucun des résidus essentiels à l’activité des ARNases de la 

Jusqu’à présent, aucune étude structurale de ParE1 complexée à

régions protéiques impliquées dans l’interaction entre ParE1 et l’ADN 

sont donc encore inconnues.  

structurale MazF 

Les ARN interférases MazF d’E. coli, Kid du plasmide R1, YdcE

l’inhibiteur de gyrase CcdB du plasmide F appartiennent à la famille 

(Hargreaves et al., 2002; Kamada et al., 2003; Pellegrini et al., 2005)

e structure comportant un feuillet coudé de sept brins 

(Hargreaves et al., 2002; Kamada et al., 2003). Les protéines de 
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: RelE (PDB 4FXI), YoeB (PDB 2A6S), HigB (PDB 4MCT), 
celles de l’ARNase Sa (PDB 3A5E) et de la 

RelE, MqsR, YafQ et YoeB d’E. 

C. crescentus. Ces protéines 

èle central flanqué d’hélices α 

adjacentes. Le nombre, l’orientation et la longueur des hélices sont variables (Fig. 15). Les 

toxines de la famille RelE présentent des similarités de structure avec les ARNases Sa et 

localisé au niveau d’une surface concave 

terminale. Il est essentiellement composé d’un couple 

Lys, Gln et Tyr pour MqsR, d’un doublet 

(Armalyte et al., 2012; Brown et 

 

appartient à la famille structurale RelE 

(Barbosa et al., 2010; Dalton and Crosson, 2010). 

, ParE1 ne contient aucun des résidus essentiels à l’activité des ARNases de la 

lexée à l’ADN gyrase 

s dans l’interaction entre ParE1 et l’ADN 

, YdcE de B. subtilis et 

appartiennent à la famille structurale MazF 

(Hargreaves et al., 2002; Kamada et al., 2003; Pellegrini et al., 2005). Cette famille est 

de sept brins β antiparallèles 

. Les protéines de cette 



 

Fig. 17. Structures de (A) CcdB complexé à un fragment de G yrA 
(PDB 1X75) et (B) Kid lié à un fragment d’ARN 

Fig. 16. Structures  des toxines de la famille MazF
CcdB (PDB 1VUB). Chaque monomère est en bleu ou en ro se. Rq

famille sont homodimériques. L’interface du dimère est formée principalement par 

hélice α C-terminale et les feuillets 

 

La résolution de la structure de

domaine protéique de CcdB responsable de l’inhibition de l’ADN gyrase et celui de

responsable de l’activité ARNase 

Dao-Thi et al., 2005).  

 

Dans le cas de la toxine CcdB, les deux longues hélices 

monomère sont responsables de la fixation de la sous

fixation et le clivage de l’ARNm se produit dans un canal formé par l’interface du dimère et les 

boucles β1-β2 et β3-β4 de chaque monom

peuvent différer entre les ARNase

ARNase de reconnaître un site de coupure spécifique. Le mécanisme de clivage de l’ARN 

ressemble à celui des ARNases A et T1 et fait intervenir un couple de résidus catalysant une 

réaction acide-base (Hargreaves et al., 2

et al., 2013). 

 

 

 

 

. Structures de (A) CcdB complexé à un fragment de G yrA 
(PDB 1X75) et (B) Kid lié à un fragment d’ARN (PDB 2C06). 

des toxines de la famille MazF  : MazF (PDB 3NFC), Kid (PDB 1M1F), YdcE (PDB 1NE8), 
CcdB (PDB 1VUB). Chaque monomère est en bleu ou en ro se. Rq : YdcE a cristallisé en tant que monomère.

dimériques. L’interface du dimère est formée principalement par 

les feuillets β de chaque monomère (Fig. 16). 

La résolution de la structure des complexes CcdB-GyrA et Kid-ARN a

CcdB responsable de l’inhibition de l’ADN gyrase et celui de

responsable de l’activité ARNase sont physiquement distincts (Fig. 17) (Kamphuis et al., 2006; 

Dans le cas de la toxine CcdB, les deux longues hélices α C-terminales de chaque 

responsables de la fixation de la sous-unité GyrA. Pour

fixation et le clivage de l’ARNm se produit dans un canal formé par l’interface du dimère et les 

β4 de chaque monomère. Les résidus présents au niveau de ce canal 

peuvent différer entre les ARNases de la famille structurale MazF, ce qui permet à chaque 

ARNase de reconnaître un site de coupure spécifique. Le mécanisme de clivage de l’ARN 

ressemble à celui des ARNases A et T1 et fait intervenir un couple de résidus catalysant une 

(Hargreaves et al., 2002; Kamada et al., 2003; Li et al., 2006; Simanshu 

Introduction 

21 

 
. Structures de (A) CcdB complexé à un fragment de G yrA 

 
: MazF (PDB 3NFC), Kid (PDB 1M1F), YdcE (PDB 1NE8), 

: YdcE a cristallisé en tant que monomère.  

dimériques. L’interface du dimère est formée principalement par la longue 

ARN a révélé que le 

CcdB responsable de l’inhibition de l’ADN gyrase et celui de Kid 

(Kamphuis et al., 2006; 

terminales de chaque 

Pour la toxine Kid, la 

fixation et le clivage de l’ARNm se produit dans un canal formé par l’interface du dimère et les 

ère. Les résidus présents au niveau de ce canal 

turale MazF, ce qui permet à chaque 

ARNase de reconnaître un site de coupure spécifique. Le mécanisme de clivage de l’ARN 

ressemble à celui des ARNases A et T1 et fait intervenir un couple de résidus catalysant une 

002; Kamada et al., 2003; Li et al., 2006; Simanshu 



 

3. La famille structurale 

Les ARNases de la famille VapC sont des protéines 

homodimériques caractérisées par la présence d

domaine PIN (PilT-N terminal

ARNase Mg2+-dépendante (Fig. 

Miallau et al., 2008). La structure du domaine PIN (130 aa 

environ) consiste en un feuillet

parallèles et de sept hélices 

du feuillet (Fig. 18). Bien que cette structure soit 

le nombre de brins β ou d’h

long segment de liaison remplace le brin 

de M. tuberculosis et VapC2 

hélices α (Mate et al., 2011; Miallau et al., 2008)

L’activité ARNase des membres de la famille VapC 

repose sur quatre résidus acides très conservés 

négativement capable de fixer les ions Mg

premier résidu acide est toujours suivi d’un ou

permettent d’orienter sa chaine latérale dans une conformation catalytique 

2008; Mattison et al., 2006; Miallau et al., 2008)

 

4. La famille structurale 

Les toxines monomériques Doc 

(filamentation induced by cAMP

Le domaine FiDo est formé uniquement 

FIC (HXFX(D/E)GNGRXXR) responsable de l’activité d’adénylylation (ou AMPylation, fixation 

covalente d’une molécule d’AMP à la chaine latérale d’un résidu protéique). 

fixent l’ATP au niveau de l’extrémité N

manière à être clivé en AMP par le résidu His catalytique du motif FIC.

Contrairement aux protéines 

AvrB, VopS), les protéines Doc n’ont pas d’activité 

d’AMPylation mais une activité kinase de par leur motif FIC

légèrement dégénéré (HXFX(D/N)(A/G)NKR)

présence d’un résidu Lys dans 

entraine un encombrement stérique contraignant l’ATP à se 

fixer du côté C-terminal de la boucle

clivage en AMP. Ce mode de fixation inversé de l’ATP 

permet à Doc de transférer le γ

cible : un résidu Thr du facteur d’élongation EF

Fig. 18. Structure de VapC5 de
M. tuberculosis
quatre résidus catalytiques (Asp26, 
Glu57, Asp115, Asp135) sont en 
rouge.  

Fig. 19. Structure de Doc du phage 
P1 (PDB 3K33). La boucle 
contenant le domaine FIC 
(HIFNDANKR) est indiquée en vert.

structurale VapC 
Les ARNases de la famille VapC sont des protéines 

dimériques caractérisées par la présence d’un 

N terminal) qui leur confère une activité 

Fig. 18) (Arcus et al., 2004; 

. La structure du domaine PIN (130 aa 

environ) consiste en un feuillet central de cinq brins β 

parallèles et de sept hélices α localisées de part et d’autre 

Bien que cette structure soit conservée, 

β ou d’hélices α peut varier. Ainsi, un 

remplace le brin β3 chez VapC5 

 de R. felis ne contient que 6 

(Mate et al., 2011; Miallau et al., 2008). 

des membres de la famille VapC 

repose sur quatre résidus acides très conservés qui forment une poche catalytique chargée 

négativement capable de fixer les ions Mg2+ nécessaires à l’activité ARNase. De plus, le 

est toujours suivi d’un ou deux résidus polaires (Thr ou 

a chaine latérale dans une conformation catalytique 

2008; Mattison et al., 2006; Miallau et al., 2008). 

structurale Doc 

Les toxines monomériques Doc appartiennent, avec les protéines de type Fic 

ilamentation induced by cAMP), à la famille de protéine FiDo (Fic/Doc) 

uniquement d’hélices α et contient une boucle comprena

(HXFX(D/E)GNGRXXR) responsable de l’activité d’adénylylation (ou AMPylation, fixation 

d’une molécule d’AMP à la chaine latérale d’un résidu protéique). 

fixent l’ATP au niveau de l’extrémité N-terminale de cette boucle. L’ATP est orienté de 

clivé en AMP par le résidu His catalytique du motif FIC. 

Contrairement aux protéines FiDo classiques (Fic, 

les protéines Doc n’ont pas d’activité 

ité kinase de par leur motif FIC 

dégénéré (HXFX(D/N)(A/G)NKR) (Fig. 19). La 

dans ce motif, au lieu d’une Gly, 

entraine un encombrement stérique contraignant l’ATP à se 

terminal de la boucle, ce qui empêche son 

en AMP. Ce mode de fixation inversé de l’ATP 

er le γ-phosphate de l’ATP sur sa 

: un résidu Thr du facteur d’élongation EF-Tu. Ainsi, la 
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. Structure de VapC5 de

M. tuberculosis (PDB 3DBO). Les 
quatre résidus catalytiques (Asp26, 
Glu57, Asp115, Asp135) sont en 

 
. Structure de Doc du phage 

P1 (PDB 3K33). La boucle 
contenant le domaine FIC 
(HIFNDANKR) est indiquée en vert.  

nt une poche catalytique chargée 

nécessaires à l’activité ARNase. De plus, le 

deux résidus polaires (Thr ou Ser) qui 

a chaine latérale dans une conformation catalytique (Bunker et al., 

appartiennent, avec les protéines de type Fic 

 (Kinch et al., 2009). 

 et contient une boucle comprenant le motif 

(HXFX(D/E)GNGRXXR) responsable de l’activité d’adénylylation (ou AMPylation, fixation 

d’une molécule d’AMP à la chaine latérale d’un résidu protéique). Les protéines Fic 

terminale de cette boucle. L’ATP est orienté de 



 

dégénérescence du motif FIC des toxines de type Doc

l’activité AMPylation et au gain d’une activité kinase 

2014; Garcia-Pino et al., 2008)

 

5. La famille structurale 

La toxine Zeta, codée par un plasmide de

PezT, codé par le chromosom

et 253 aa, respectivement (Khoo et al., 2007; 

Meinhart et al., 2003). Elles sont formées d’un 

feuillet de six brins β. Une à trois hélices 

insérées entre chaque brin β

brins parallèles β5 et β6, reliés par une petite 

boucle (Fig. 20). La toxine Zeta contient une 

hélice α C-terminale supplémentaire par rapport à 

PezT. Ces toxines 

phosphoryltransférases. Elles 

de fixation de l’ATP formé à partir 

résidus Arg et de la boucle β1

motif P-loop dont la séquence consensus est 

GXXGXGKT (Walker et al., 1982)

de fixation du Mg2+ essentiel à leur activité

substrat de ces toxines, l’UNAG (UDP

proximité du site de fixation de l’ATP, entre les hélices 

 

6. La famille structurale

La sérine kinase HipA d’

globulaire de grande taille par rapport aux autres 

toxines des STA (440 aa). Elle est constituée de 15 

brins β et de 15 hélices α, répartis en deux domaines

un domaine N-terminal α/β et un domaine C

presque entièrement hélicoïdal (

l’ATP dans une crevasse formée entre les domain

et C-terminaux au niveau

(V151AGAQEKT158) localisé dans une boucle 

(Schumacher et al., 2009). 

 

 

 

 

Fig. 21. Structure de la toxine HipA (PDB 
3TPT) fixé à l’ADP (en orange). Le motif 
P-loop est en vert.

Fig. 20. Structure de la toxine Zeta (PDB 
3Q8X) avec son substrat UNAG (en rose). Le 
motif P- loop et les 2 arginines responsables 
de la fixation de l’ATP sont en vert. Les 
résidus impliqués dans la fixation du substrat 
sont en rouge.  

IC des toxines de type Doc semble avoir condui

l’activité AMPylation et au gain d’une activité kinase (Castro-Roa et al., 2013; Cruz et al., 

Pino et al., 2008). 

structurale Zeta 

codée par un plasmide de Streptococcus pyogenes

chromosome de S. pneumoniae, sont des protéines monomériq

(Khoo et al., 2007; 

. Elles sont formées d’un 

à trois hélices α sont 

β, excepté entre les 

reliés par une petite 

). La toxine Zeta contient une 

terminale supplémentaire par rapport à 

Ces toxines sont des 

phosphoryltransférases. Elles possèdent un site 

de fixation de l’ATP formé à partir de deux 

β1-α2 qui contient un 

loop dont la séquence consensus est 

(Walker et al., 1982) ainsi qu’un site 

essentiel à leur activité. Le 

de ces toxines, l’UNAG (UDP-N-acétyl-glucosamine), se fixe dans une crevasse à 

proximité du site de fixation de l’ATP, entre les hélices α5 et α6 (Mutschler et al., 2011)

structurale  HipA 

La sérine kinase HipA d’E. coli est une protéine 

globulaire de grande taille par rapport aux autres 

). Elle est constituée de 15 

répartis en deux domaines : 

α β et un domaine C-terminal 

entièrement hélicoïdal (Fig. 21). HipA fixe 

une crevasse formée entre les domaines N 

au niveau d’un motif P-loop 

) localisé dans une boucle 
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. Structure de la toxine HipA (PDB 
3TPT) fixé à l’ADP (en orange). Le motif 

vert.  

 
. Structure de la toxine Zeta (PDB 

3Q8X) avec son substrat UNAG (en rose). Le 
loop et les 2 arginines responsables 

fixation de l’ATP sont en vert. Les 
résidus impliqués dans la fixation du substrat 

semble avoir conduit à la perte de 

al., 2013; Cruz et al., 

Streptococcus pyogenes, et son homologue 

monomériques de 286 

e), se fixe dans une crevasse à 

(Mutschler et al., 2011). 
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IV. Les antitoxines des STA de type II  

Les antitoxines de type II sont généralement dimériques. Elles ont deux fonctions :  

i) elles neutralisent les toxines en interagissant directement avec elles et ii) elles répriment 

l’expression de l’opéron TA en se fixant sur des régions opératrices, seules ou complexées 

aux toxines. Ces deux fonctions sont en général portées par des domaines protéiques 

distincts : le domaine de neutralisation de la toxine et d’autre part, le domaine de fixation à 

l’ADN qui est aussi le domaine de dimérisation. Le domaine de fixation à l’ADN est le plus 

souvent du côté N-terminal de la protéine, mais pour les antitoxines MqsA et HicB, il est C-

terminal. 

On distingue deux catégories de domaines de neutralisation : les domaines non 

structurés qui acquièrent leur structure secondaire uniquement en présence de la toxine, et les 

domaines déjà structurés en absence de la toxine. Les domaines de fixation à l’ADN 

appartiennent à l’un des quatre types structuraux suivants : hélice-tour-hélice (HTH), ruban-

hélice-hélice (RHH), AbrB, ou encore Phd/YefM (Anantharaman 2011). L’architecture des 

antitoxines étant modulaire, l’association de deux domaines fonctionnels génère un large 

éventail de combinaisons (Anantharaman and Aravind, 2003). A titre d’exemple, les 

antitoxines VapB3 de M. tuberculosis et VapB de S. flexneri possèdent toutes deux un 

domaine de neutralisation de la toxine non structuré, en revanche le domaine de fixation à 

l’ADN est du type RHH pour VapB3 (Min et al., 2012) et du type AbrB pour VapB (Dienemann 

et al., 2011). La classification des antitoxines est donc complexe. A cela il faut ajouter le fait 

que les structures primaires des antitoxines homologues sont peu conservées, mis à part les 

résidus impliqués dans l’interaction avec la toxine ou avec l’ADN. 

 

A. La neutralisation de la toxine 

Les antitoxines se fixent aux toxines en tant que dimères et neutralisent une à deux 

toxines monomériques ou dimériques. Certaines antitoxines possèdent un domaine de 

neutralisation non structuré qui acquiert leur structure secondaire en s’enroulant autour de la 

toxine, alors que d’autres ont un domaine structuré compact qui se plaque contre la toxine. 

Nous pouvons donc proposer une classification des antitoxines en deux catégories en fonction 

de la conformation de leur domaine de neutralisation de la toxine. 

 

1. Domaine de neutralisation non structuré 

Les antitoxines dimériques RelB, MazE, CcdA et YefM d’E. coli, VapB5 de M. 

tuberculosis, ParD du plasmide RK2 et Phd du prophage P1 ont une structure en forme de V 

(Arbing et al., 2010; Bøggild et al., 2012; Kamada et al., 2003; Madl et al., 2006; Miallau et al., 

2008; Oberer et al., 2007). Le domaine responsable de la fixation à l’ADN forme un noyau 

globulaire au centre de la structure tandis que les deux domaines de neutralisation de la 

toxine forment les « bras » de la structure en V (Fig. 22). 



 

En absence de toxine, les domaines de neutralisation sont non structurés, ils sont donc 

très sensibles aux protéases cellulaires Lon et ClpPX. Ces domain

secondaire majoritairement hélicoïdale en présence de la toxine (

(Dalton and Crosson, 2010; De Jonge et al., 2009; Li et al., 2009)

autour d’une toxine monomérique (ex

sillons à leur surface. En général, la reconnaissance entre la toxine et son antitoxine se fait via 

des interactions électrostatiques

majoritairement gouvernée par des interactions hydrophobes. Les résidus hydrophobes sont 

généralement conservés au sein

and Crosson, 2010). 

L’inhibition de l’activité de la

mécanismes. Le complexe TA 

sa cible. Par exemple, l’antitoxine

ParE avec l’ADN gyrase par encombrement stérique (Dalton and Cross

2007). Alternativement, le domaine de neutralisation peut obstruer le site actif de la toxine

l’antitoxine Phd masque le site de fixation de l’ATP de la toxine Doc

et l’antitoxine VapB5 empêche la fixati

toxine VapC5 (Miallau et al., 2008)

des modifications structurales locales de la toxine

l’antitoxine RelB qui, en dépla

2009). Enfin, l’antitoxine CcdA a

CcdB et la gyrase en provoquant une modification allostérique de

2009; Maki et al., 1996). La toxine CcdB a deux conformations possibles

d’interagir avec la gyrase mais pas avec l’antitoxine

l’antitoxine mais pas à la gyrase (

est capable de se fixer à la toxine CcdB complexée à l’ADN gyrase

 

Fig. 22. Structures des complexes RelE
RelB (PDB 4FXE), Doc
et MazF-MazE (PDB 1UB4). Les 
antitoxines dimériques sont en vert clair 
et vert foncé, les toxines monomériques 
sont en rouge et la toxine dimérique 
MazF est en rouge et violet.

 

 

 

 

 

 

 

En absence de toxine, les domaines de neutralisation sont non structurés, ils sont donc 

très sensibles aux protéases cellulaires Lon et ClpPX. Ces domaines acquièrent leur structure 

secondaire majoritairement hélicoïdale en présence de la toxine (disorder to order model

(Dalton and Crosson, 2010; De Jonge et al., 2009; Li et al., 2009). Chaque domaine s’enroule 

autour d’une toxine monomérique (ex : RelE) ou dimérique (ex : MazF) en s’insérant dans des 

sillons à leur surface. En général, la reconnaissance entre la toxine et son antitoxine se fait via 

des interactions électrostatiques, tandis que l’affinité entre les deux partenaires est 

par des interactions hydrophobes. Les résidus hydrophobes sont 

au sein des domaines de neutralisation d’une même famille 

L’inhibition de l’activité de la toxine par l’antitoxine peut s’effectuer

e complexe TA peut être trop volumineux pour que la toxine inter

sa cible. Par exemple, l’antitoxine ParD se fixe à la toxine ParE et empêche l’interaction de 

par encombrement stérique (Dalton and Crosson, 2010; Oberer et al., 

e domaine de neutralisation peut obstruer le site actif de la toxine

l’antitoxine Phd masque le site de fixation de l’ATP de la toxine Doc (Castro

et l’antitoxine VapB5 empêche la fixation du Mg2+ nécessaire à l’activité catalytique de la 

(Miallau et al., 2008). Par ailleurs, le domaine de neutralisation peut provoquer 

des modifications structurales locales de la toxine et inhiber ainsi son activité. C’est le cas de 

déplaçant l’hélice α C-terminale de RelE, détruit son site actif 

CcdA a la capacité de dissocier le complexe préformé entre la toxine 

provoquant une modification allostérique de la toxine 

La toxine CcdB a deux conformations possibles

d’interagir avec la gyrase mais pas avec l’antitoxine, et l’autre lui permettant de se fixer à 

l’antitoxine mais pas à la gyrase (Fig. 23.1). L’extrémité du domaine de neutralisation de

à la toxine CcdB complexée à l’ADN gyrase (Fig. 23
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. Structures des complexes RelE -
RelB (PDB 4FXE), Doc -Phd (PDB 3KH2) 

MazE (PDB 1UB4). Les 
antitoxines dimériques sont en vert clair 

foncé, les toxines monomériques 
sont en rouge et la toxine dimérique 
MazF est en rouge et violet.  

En absence de toxine, les domaines de neutralisation sont non structurés, ils sont donc 

es acquièrent leur structure 

disorder to order model) 

. Chaque domaine s’enroule 

: MazF) en s’insérant dans des 

sillons à leur surface. En général, la reconnaissance entre la toxine et son antitoxine se fait via 

entre les deux partenaires est 

par des interactions hydrophobes. Les résidus hydrophobes sont 

’une même famille (Dalton 

toxine par l’antitoxine peut s’effectuer par quatre 

pour que la toxine interagisse avec 

ParD se fixe à la toxine ParE et empêche l’interaction de 

on, 2010; Oberer et al., 

e domaine de neutralisation peut obstruer le site actif de la toxine : 

(Castro-Roa et al., 2013) 

nécessaire à l’activité catalytique de la 

. Par ailleurs, le domaine de neutralisation peut provoquer 

ainsi son activité. C’est le cas de 

son site actif (Li et al., 

la capacité de dissocier le complexe préformé entre la toxine 

la toxine (De Jonge et al., 

La toxine CcdB a deux conformations possibles : une lui permettant 

et l’autre lui permettant de se fixer à 

de neutralisation de CcdA 

23.3). Cela provoque 



 

Fig. 24. Structures des complexes MqsR
2WIU), Zeta-Epsilon (PDB 1GVN) et HigB
sont en rouge, les antitoxines dimériques sont en v ert clair et vert foncé.

Fig. 23. La modification allostérique de la toxine CcdB pa r CcdA 
l’empêche d’inhiber la gyrase (

une modification conformationnelle de CcdB qui se décroche de la gyrase et 

totalité du domaine de neutralisation d

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Domaine de neutralisation structuré

Contrairement aux antitoxines décrites ci

plasmide de S. pyogenes, et 

absence de leur toxine partenaire

al., 2009; Schureck et al., 2014)

compacts qui ne s’enroulent pas autour des t

neutraliser (Fig. 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Structures des complexes MqsR -MqsA (PDB 3GN5 et 3HI2), HipA
Epsilon (PDB 1GVN) et HigB -HigA (PDB 4MCT). Les toxines monomériques 

sont en rouge, les antitoxines dimériques sont en v ert clair et vert foncé.  

. La modification allostérique de la toxine CcdB pa r CcdA 
l’empêche d’inhiber la gyrase ( adapté de De Jonge et al., 2009).  

une modification conformationnelle de CcdB qui se décroche de la gyrase et 

domaine de neutralisation de CcdA avec une forte affinité (Fig. 23

omaine de neutralisation structuré  

Contrairement aux antitoxines décrites ci-dessus, MqsA et HipB d’

et HigA de P. vulgaris sont complètement structuré

ence de leur toxine partenaire (Brown et al., 2009; Meinhart et al., 2003; Schumacher et 

al., 2009; Schureck et al., 2014). Elles possèdent des domaines de neutralisation plus 

ne s’enroulent pas autour des toxines mais se plaquent contre
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MqsA (PDB 3GN5 et 3HI2), HipA -HipB (PDB 
monomériques 
 

 
. La modification allostérique de la toxine CcdB pa r CcdA 

une modification conformationnelle de CcdB qui se décroche de la gyrase et se fixe à la 

23.4 et 5). 

MqsA et HipB d’E. coli, Epsilon d’un 

complètement structurées même en 

(Brown et al., 2009; Meinhart et al., 2003; Schumacher et 

de neutralisation plus 

contre elles pour les 
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La structure du domaine de neutralisation de ces antitoxines est spécifique de chacune 

d’elles. Pour MqsA, le domaine est formé d’une longue hélice α reliée à un feuillet de trois 

brins β qui est stabilisé par un ion Zn2+ lié par quatre cystéines (Brown et al., 2009). Celui de 

l’antitoxine Epsilon est constitué d’un faisceau de trois longues hélices α (Khoo et al., 2007; 

Meinhart et al., 2003). Pour les antitoxines HigA et HipB, le domaine de neutralisation n’est 

pas séparé du domaine de fixation à l’ADN. L’interaction avec la toxine partenaire se fait via 

des éléments de structure à la fois N- et C-terminaux (Schumacher et al., 2009; Schureck et 

al., 2014). 

Les antitoxines à domaine de neutralisation structuré inhibent l’activité des toxines par 

des mécanismes semblables à ceux des antitoxines à domaine de neutralisation non 

structuré. Il a été proposé que les antitoxines HigA et MqsA forment avec leur toxine 

respective des complexes trop volumineux pour s’insérer dans le site A du ribosome (Brown et 

al., 2009; Schureck et al., 2014). L’antitoxine Epsilon encombrerait le site de fixation de l’ATP 

de la toxine Zeta (Meinhart et al., 2003). En ce qui concerne l’antitoxine HipB, elle verrouillerait 

une conformation de la kinase HipA, empêchant ainsi le rapprochement entre le site de 

fixation de l’ATP et le site de fixation de GltX nécessaire au transfert du groupement 

phosphate (Germain et al., 2013; Schumacher et al., 2009). 

 

B. La fixation à l’ADN 

L’antitoxine, seule ou complexée à la toxine, autoréprime l’expression de l’opéron TA en 

se fixant au niveau d’une séquence palindromique pouvant être répétée une ou plusieurs fois 

dans la région promotrice. Ces séquences opératrices chevauchent généralement les boîtes  

-10 ou -35 du promoteur ou bien le site d’initiation de la transcription. La fixation de l’antitoxine 

bloque ainsi l’accès de l’ARN polymérase au promoteur. Le palindrome reconnu peut être 

divisé en deux demi-sites. La longueur d’un demi-site et celle de la séquence séparant chaque 

demi-site sont variables d’un STA à l’autre. Par exemple, la région promotrice de l’opéron 

hipBA contient quatre opérateurs de 18 pb, chacun constitué de deux demi-sites 

palindromiques de 5 pb séparés par 8 pb de séquences variables (Black et al., 1994). En 

comparaison, la région promotrice de l’opéron fitAB contient une séquence de 28 pb où les 

deux demi-sites palindromiques de 8 pb sont séparés par 12 pb riches en nucléotides AT 

(Mattison et al., 2006). 

 

1. Les quatre types de domaines de fixation à l’ADN  

Le domaine de fixation à l’ADN appartient à l’un des quatre types structuraux suivant : 

Hélice-Tour-Hélice (HTH), Ruban-Hélice-Hélice (RHH), AbrB, ou Phd/YefM. 

 

 

 



 

a. Le domaine Hélice

Le domaine HTH classique est formé de trois

(Fig. 25). L’hélice α3 est responsable de la reconnaissance 

spécifique de l’ADN (recognition helix

grand sillon de l’ADN et interagit avec les bases nucléotidiques 

(Aravind et al., 2005). Les hélices 

120° l’une de l’autre et sont reliées par un tour de quatre 

résidus (Brennan, 1993). L’hélice 

et lui confère une structure globulaire compacte de forme 

pyramidale. La boucle séparant 

moins longue et des extensions peuvent s’ajouter du côté N

ou C-terminal et participer à l’interaction avec l’ADN.

domaine HTH est suffisant pour se fixer à l’ADN, toutefois les régulateurs à 

lient à l’ADN en tant qu’homo

séquence palindromique, ce qui permet une répression efficace du promoteur. Les seules 

exceptions sont les régulateurs de la famille AraC qui se fixent à l’ADN en tant que

monomères, puisqu’ils contiennent deux domaines HTH dans leur séquence 

Schleif, 2009). 

Les antitoxines HipB et MqsA d’

constituent quelques exemples de régulateur à

2007; Schumacher et al., 2009; Schureck et al., 2014)

 

b. Le domaine Ruban

Les régulateurs à domaine RHH sont toujours 

d’un brin β suivi de deux hélices 

deux monomères s’associent

antiparallèle, également appelé ruban

grand sillon de l’ADN. Les résidus 

responsables de la spécificité de reconnaissance d

fixation. Les hélices α stabilisent la structure du dim

interagissent avec le squelette phosphate de l’ADN.

extensions protéiques peuvent également s’ajouter du côté N

ou C-terminal du motif RHH (Gomis

Drennan, 2007). 

Bien qu’un domaine RHH soit suffisant pour se fixer à l’ADN, 

RHH se fixe à l’opérateur en tant que dimère de dimère

dans un demi-site de la séquence palindromique. 

composées du domaine RHH, les deux dimères s’associent via les boucles 

Arc, (Brown et al., 1990) ou via les hélices 

Fig. 25. Structure d’un domaine 
HTH lié à l’ADN (PDB 1K78).

Fig. 26. Structure d’un domaine 
RHH lié à l’ADN (PDB 1PAR).

Le domaine Hélice -Tour-Hélice (HTH) 

Le domaine HTH classique est formé de trois hélices α 

3 est responsable de la reconnaissance 

recognition helix). Elle s’insère dans le 

grand sillon de l’ADN et interagit avec les bases nucléotidiques 

Les hélices α2 et α3 sont orientées à 

120° l’une de l’autre et sont reliées par un tour de quatre 

L’hélice α1 stabilise le domaine HTH 

et lui confère une structure globulaire compacte de forme 

rant α1 et α2 peut être plus ou 

moins longue et des extensions peuvent s’ajouter du côté N- 

terminal et participer à l’interaction avec l’ADN. Le 

domaine HTH est suffisant pour se fixer à l’ADN, toutefois les régulateurs à 

à l’ADN en tant qu’homo-dimères : chaque domaine HTH se fixe sur un demi

séquence palindromique, ce qui permet une répression efficace du promoteur. Les seules 

exceptions sont les régulateurs de la famille AraC qui se fixent à l’ADN en tant que

contiennent deux domaines HTH dans leur séquence 

et MqsA d’E. coli, HigA de P. vulgaris, et PezA de 

constituent quelques exemples de régulateur à domaine HTH (Brown et a

2007; Schumacher et al., 2009; Schureck et al., 2014). 

Le domaine Ruban -Hélice-Hélice (RHH) 

Les régulateurs à domaine RHH sont toujours dimériques. Le motif RHH se compose 

élices α (Fig. 26). Les brins β de 

s’associent et forment un feuillet β 

également appelé ruban, qui s’insère dans le 

grand sillon de l’ADN. Les résidus des brins β sont 

es de la spécificité de reconnaissance du site de 

α stabilisent la structure du dimère et 

interagissent avec le squelette phosphate de l’ADN. Des 

extensions protéiques peuvent également s’ajouter du côté N- 

(Gomis-Ruth, 1998; Schreiter and 

Bien qu’un domaine RHH soit suffisant pour se fixer à l’ADN, un régulateu

pérateur en tant que dimère de dimères, chaque domaine RHH s’insérant 

e de la séquence palindromique. Pour les petites protéines essentiellement 

composées du domaine RHH, les deux dimères s’associent via les boucles 

ou via les hélices α2 (protéine MetJ, (Rafferty et al., 1989)
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. Structure d’un domaine 
HTH lié à l’ADN (PDB 1K78).  

 
. Structure d’un domaine 

RHH lié à l’ADN (PDB 1PAR).  

domaine HTH est suffisant pour se fixer à l’ADN, toutefois les régulateurs à domaine HTH se 

sur un demi-site de la 

séquence palindromique, ce qui permet une répression efficace du promoteur. Les seules 

exceptions sont les régulateurs de la famille AraC qui se fixent à l’ADN en tant que 

contiennent deux domaines HTH dans leur séquence (Rodgers and 

, et PezA de S. pneumoniae 

(Brown et al., 2010; Khoo et al., 

. Le motif RHH se compose 

régulateur de la famille 

, chaque domaine RHH s’insérant 

Pour les petites protéines essentiellement 

composées du domaine RHH, les deux dimères s’associent via les boucles α1-α2 (protéine 

(Rafferty et al., 1989). Pour 



 

d’autres régulateurs, la tétramérisation fait intervenir des domaines indépendants des 

domaines RHH. Par exemple, le tétramère du régulateur NikR d’

l’assimilation du nickel, est formé de deux domaines RHH 

ferredoxine responsables de la 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enfin, certains régulateurs à domaine RHH interagissent par l’intermédiaire d’un co

régulateur protéique. C’est le cas par exemple de l’antitoxine FitA de 

Deux dimères FitA s’insèrent via leur domaine RHH dans deux demi

sont connectés l’un à l’autre par l’intermédiaire de deux toxines 

al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les antitoxines RelB 

d’antitoxines à domaine de fixation à l’ADN du type RHH 

2006; Overgaard et al., 2009).

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 27. Structure du tétramère
NikR (PDB 1Q5V).

 

Fig. 28. Structure du 
complexe FitB- FitA de 
N. gonorrhoeae (PDB 2BSQ). 
Les monomères de toxine 
sont en rouge et rose. Les 
antitoxines dimériques sont 
en vert clair et vert foncé.

tramérisation fait intervenir des domaines indépendants des 

domaines RHH. Par exemple, le tétramère du régulateur NikR d’E. coli, 

l’assimilation du nickel, est formé de deux domaines RHH reliés par des domaines

responsables de la tétramérisation (Fig. 27) (Schreiter et al., 2003)

Enfin, certains régulateurs à domaine RHH interagissent par l’intermédiaire d’un co

régulateur protéique. C’est le cas par exemple de l’antitoxine FitA de N. gonorrhoeae

Deux dimères FitA s’insèrent via leur domaine RHH dans deux demi-sites 

sont connectés l’un à l’autre par l’intermédiaire de deux toxines dimériques 

Les antitoxines RelB d’E. coli et CcdA du plasmide F sont d’autres exemples 

domaine de fixation à l’ADN du type RHH (Madl et al., 2006; Mattison et al., 

. 

Introduction 

29 

. Structure du tétramère
NikR (PDB 1Q5V).  

. Structure du 
FitA de 

(PDB 2BSQ). 
Les monomères de toxine 
sont en rouge et rose. Les 
antitoxines dimériques sont 
en vert clair et vert foncé.  

tramérisation fait intervenir des domaines indépendants des 

E. coli, impliqué dans 

s par des domaines de type 

(Schreiter et al., 2003). 

Enfin, certains régulateurs à domaine RHH interagissent par l’intermédiaire d’un co-

N. gonorrhoeae (Fig. 28). 

sites distants de 28 pb et 

dimériques FitB (Mattison et 

sont d’autres exemples 

(Madl et al., 2006; Mattison et al., 



 

c. Le domaine AbrB

Le nom de ce domaine provient du régulateur 

transcriptionnel AbrB de B. subtilis

gènes impliqués dans la transition entre la phase de croissance 

exponentielle et la phase stationnaire 

sporulation (Coles et al., 2005; Strauch and Hoch, 1993)

domaine est formé par dimérisation

apporte quatre brins β formant deux structures en 

cheveux (β-hairpin) antiparallèl

hélice α. Les structures en 

monomère sont imbriquées l’une dans l’autre et forment une 

structure typique en tonneau β

à cheveux entrelacées (swapped

β2 de chaque monomère s’insèrent dans le grand sillon de l’ADN et sont en contact avec les 

bases nucléotidiques. Les petites 

chaque monomère interagissent avec l

Les antitoxines MazE d’

domaine AbrB (Kamada et al., 2003; Mate et al., 2011)

 

d. Le domaine Phd/YefM

Le nom de ce domaine de fixation à l’ADN provient des 

antitoxines Phd du bactériophage P1 et 

(Garcia-Pino et al., 2010; Kamada and Hanaoka, 2005)

domaine est aussi formé par diméri

apporte un brin β1 suivi d’une hélice 

β et d’une seconde hélice α coud

deux monomères forment un feuillet 

antiparallèles. Les hélices α1 contiennent des r

positivement responsables de la fixation à l’ADN, tandis que 

les hélices α2 font la jonction entre les domaines N

terminaux du dimère. Les hélices 

sont totalement déstructurées en absence de toxine et d’ADN

Seul le feuillet β conserve sa structure secondaire. La fixation de la toxine au domaine C

terminal de l’antitoxine provoque sa stabilisation en une structure hélicoïdale. Cette 

stabilisation se propage jusqu’au domaine N

N-terminal devient alors compétent pour se fixer à l’ADN. Le couplage allostérique entre les 

domaines N- et C-terminaux de l’antitoxine se fait par l’intermédiaire de l’hélice 

comme un canal de communication entre les deux domaines 

 

Fig. 29. Structure du domaine 
AbrB de l’antitoxine VapB2 de 
R. felii (PDB

Fig. 30. Structure de l’antitoxine 
Phd du phage P1 (PDB 3KH2) lié à  
la toxine Doc (non montrée).

Le domaine AbrB  

Le nom de ce domaine provient du régulateur 

B. subtilis qui contrôle l’expression de 

transition entre la phase de croissance 

ntielle et la phase stationnaire ainsi que dans la 

sporulation (Coles et al., 2005; Strauch and Hoch, 1993). Ce 

par dimérisation. Chaque monomère 

β formant deux structures en épingle à 

) antiparallèles séparées par une petite 

. Les structures en épingle à cheveux de chaque 

monomère sont imbriquées l’une dans l’autre et forment une 

en tonneau β avec des structures en épingles 

swapped-hairpin β barrel) (Fig. 29). Les boucles entre les brins 

ère s’insèrent dans le grand sillon de l’ADN et sont en contact avec les 

petites hélices α séparant les structures en épingle à cheveux de 

chaque monomère interagissent avec le squelette phosphate de l’ADN (Fig. 

Les antitoxines MazE d’E. coli et VapB2 de R. felis sont des exemples de régulateur à 

al., 2003; Mate et al., 2011).  

Le domaine Phd/YefM  

Le nom de ce domaine de fixation à l’ADN provient des 

Phd du bactériophage P1 et YefM d’E. coli 

Pino et al., 2010; Kamada and Hanaoka, 2005). Ce 

dimérisation. Chaque monomère 

suivi d’une hélice α coudée, de deux brins 

α coudée (Fig. 30). Les brins β des 

deux monomères forment un feuillet continu de six brins β 

α1 contiennent des résidus chargés 

tivement responsables de la fixation à l’ADN, tandis que 

2 font la jonction entre les domaines N- et C-

terminaux du dimère. Les hélices α des protéines Phd et YefM 

s en absence de toxine et d’ADN. 

conserve sa structure secondaire. La fixation de la toxine au domaine C

terminal de l’antitoxine provoque sa stabilisation en une structure hélicoïdale. Cette 

stabilisation se propage jusqu’au domaine N-terminal où les hélices se forment

alors compétent pour se fixer à l’ADN. Le couplage allostérique entre les 

terminaux de l’antitoxine se fait par l’intermédiaire de l’hélice 

comme un canal de communication entre les deux domaines (Garcia-Pino et
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. Structure du domaine 

AbrB de l’antitoxine VapB2 de 
(PDB 1MVF). 

 

. Structure de l’antitoxine 
Phd du phage P1 (PDB 3KH2) lié à  
la toxine Doc (non montrée).  

). Les boucles entre les brins β1 et 

ère s’insèrent dans le grand sillon de l’ADN et sont en contact avec les 

éparant les structures en épingle à cheveux de 

Fig. 29). 

des exemples de régulateur à 

conserve sa structure secondaire. La fixation de la toxine au domaine C-

terminal de l’antitoxine provoque sa stabilisation en une structure hélicoïdale. Cette 

où les hélices se forment et le domaine 

alors compétent pour se fixer à l’ADN. Le couplage allostérique entre les 

terminaux de l’antitoxine se fait par l’intermédiaire de l’hélice α2 qui agit 

Pino et al., 2010). 
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2. La régulation coopérative conditionnelle 

Les antitoxines sont responsables de la répression transcriptionnelle des opérons TA. 

En fonction du ratio toxine/antitoxine dans la cellule, l’antitoxine forme avec la toxine des 

complexes de différentes stœchiométries responsables du mécanisme de régulation 

coopérative conditionnelle. Lorsque le ratio toxine/antitoxine est faible, la toxine est 

généralement un co-répresseur : elle augmente l’affinité de l’antitoxine pour l’ADN et le 

complexe TA formé réprime efficacement le promoteur. En revanche, la toxine en excès 

devient un anti-répresseur. Elle déstabilise le complexe TA déjà fixé à l’ADN et le décroche de 

l’opérateur, ce qui entraine la dérépression de la transcription de l’opéron TA. Ce mécanisme 

de contrôle de la répression transcriptionnelle est appelé régulation coopérative conditionnelle. 

Il sera détaillé plus loin à travers la description des trois exemples : relBE, ccdAB et vapBC. Le 

ratio toxine/antitoxine est modulé par les conditions environnementales. Dans des conditions 

de croissance optimale, l’antitoxine est en excès par rapport à la toxine. Elle forme avec elle 

un complexe répresseur très efficace. Lors d’un stress environnemental, les protéases Lon et 

ClpPX sont surproduites. Elles dégradent préférentiellement l’antitoxine, plus instable que la 

toxine. La toxine en excès déstabilise alors les complexes TA fixés à l’ADN ce qui active 

l’expression de l’opéron TA. La production de la toxine est augmentée, ce qui entraine la 

bactériostase. Lorsque les conditions de croissance redeviennent optimales, la production des 

protéases cellulaires diminue, l’antitoxine est moins rapidement dégradée, elle neutralise la 

toxine et il s’établit un ratio toxine/antitoxine compatible avec la formation d’un complexe TA 

répresseur (Cataudella et al., 2012). 

Ce mode de régulation n’est toutefois pas universel puisque l’antitoxine MqsA d’E. coli 

agit seule pour réprimer l’expression de l’opéron mqsRA et la toxine MqsR agit uniquement en 

tant qu’anti-répresseur quelque soit le ratio toxine/antitoxine, comme nous l’expliquerons plus 

loin. Par ailleurs, il existe des antitoxines dépourvues de domaine régulateur. La régulation 

transcriptionnelle de l’opéron TA est alors assurée par d’autres régulateurs transcriptionnels. 

 

a. Exemples de régulation coopérative conditionnell e 

i. L’opéron relBE 

La région promotrice relBE d’E. coli contient un seul opérateur relO de 24 pb formé de 

deux demi-sites palindromiques adjacents de 12 pb. L’antitoxine dimérique RelB est capable 

de se fixer seule sur relO mais son affinité pour l’ADN augmente en présence de la toxine 

monomérique RelE : la constante de dissociation (Kd) du complexe RelB/ADN diminue de  

10-5 M à 10-8 M en présence de RelE (Li et al., 2008). Lorsque RelB est en excès, elle peut 

fixer RelE via l’un de ses deux domaines de neutralisation, l’autre domaine reste libre 

(complexe hétéro-trimérique RelE-RelB2) (Fig. 31). Deux complexes RelE-RelB2 peuvent se 

fixer sur relO, chaque antitoxine s’insérant dans un demi-site de 12 pb. Les deux domaines de 

neutralisation ne portant pas RelE interagissent l’un avec l’autre, ce qui permet une fixation 



 

Fig. 31. Mécanisme de régulation coopérative conditionnell e de 
l’opéron relBE. La
RelB est en rose et violet (

Fig. 32. Mécanisme de régulation coopérative conditionnell e de l’opéron 

coopérative des deux complexes RelE

RelE. En revanche, en présence d’un excès de toxine, deux 

peuvent se fixer aux domaines de neutralisation encore libres,

complexes hétéro-tétramériques RelE

les nouveaux complexes force l’un des deux à se détacher de l’

complexe RelE-RelB2-RelE peut rester fixé sur son demi

bloquer la transcription, donc 

Overgaard et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ii. L’opéron ccdAB

La région promotrice de l’opéron

opérateurs d’environ 7 à 10 pb

(Dao-Thi et al., 2002). Lorsque l’antitoxine dimérique CcdA est en excès, elle se fixe sur 

chacun des opérateurs. La toxine dimérique Ccd

elles car elle contient deux sites de fixation de l’antitoxine et peu

simultanément (Fig. 32). Il se

niveau de la région promotrice 

la toxine est en excès, les to

neutralisation des antitoxines CcdA. Il se forme alors des complexes hét

CcdB2-CcdA2-CcdB2 qui, à cause de l’encombrement stérique, ne 

l’ADN. Leur décrochage entraine la dérépression du promoteur 

al., 2009; Madl et al., 2006). 

. Mécanisme de régulation coopérative conditionnell e de 
a toxine RelE est en bleu et l’antitoxine dimérique 

RelB est en rose et violet ( adapté de B øggild et al., 2012).  

. Mécanisme de régulation coopérative conditionnell e de l’opéron ccdAB (adapté de Madl et al., 2006).

coopérative des deux complexes RelE-RelB2 sur l’opérateur, soit au final RelE

. En revanche, en présence d’un excès de toxine, deux molécules RelE 

aux domaines de neutralisation encore libres, ce qui conduit à la formation de 

tétramériques RelE-RelB2-RelE (Fig. 31). L’encombremen

les nouveaux complexes force l’un des deux à se détacher de l’opérateur

RelE peut rester fixé sur son demi-site, mais il est insuffisant pour 

 le promoteur de l’opéron relBE devient actif (Bøggild et al., 2012; 

ccdAB 

La région promotrice de l’opéron ccdAB comporte, sur une séquence 113 pb, 

pb (dont un palindrome de 6 pb) espacés de 3 à 6 nucléotides

. Lorsque l’antitoxine dimérique CcdA est en excès, elle se fixe sur 

chacun des opérateurs. La toxine dimérique CcdB connecte les molécules de

elles car elle contient deux sites de fixation de l’antitoxine et peut donc être liée à deux CcdA 

. Il se forme alors une chaine de CcdA et CcdB

de la région promotrice (Madl et al., 2006; Dao-Thi et al., 2002). En revanche, lorsque 

la toxine est en excès, les toxines additionnelles se fixent sur chacun de

neutralisation des antitoxines CcdA. Il se forme alors des complexes hét

qui, à cause de l’encombrement stérique, ne peuvent rester fixés sur 

entraine la dérépression du promoteur ccdAB (Fig. 
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adapté de Madl et al., 2006).  

sur l’opérateur, soit au final RelE-RelB2^RelB2-

RelE supplémentaires 

ce qui conduit à la formation de 

). L’encombrement stérique entre 

opérateur. Le deuxième 

site, mais il est insuffisant pour 

(Bøggild et al., 2012; 

sur une séquence 113 pb, huit 

de 3 à 6 nucléotides 

. Lorsque l’antitoxine dimérique CcdA est en excès, elle se fixe sur 

molécules de CcdA entre-

donc être liée à deux CcdA 

CcdB alternés, fixée au 

En revanche, lorsque 

xines additionnelles se fixent sur chacun des domaines de 

neutralisation des antitoxines CcdA. Il se forme alors des complexes hétéro-hexamériques 

peuvent rester fixés sur 

Fig. 32) (De Jonge et 



 

iii. L’opéron vapBC

La région promotrice de l’opéron

de S. enterica serovar Typhimurium LT2 contient deux 

opérateurs de 23 pb, distants de 16 pb, 

les boites -35 et -10 du promoteur. Chaque opér

contient deux demi-sites de 

(Winther and Gerdes, 2012). Lorsque l’antitoxine VapB 

est en excès, deux dimères de

manière coopérative aux demi

l’aide de deux toxines dimériques 

l’une à l’autre. Il se forme 

hétéro-octamérique circulaire 

A). 

Dans la cellule, la toxine VapC e

entre les formes monomérique et dimérique

En présence d’un excès de toxine, 

VapC se fixent au complexe répresseur 

deux complexes hétéro-hexamériques

VapC2 incapables d’interagir 

d’interaction entre ces deux complexes 

liaison à l’ADN et entraine la dérépres

 

b. Le c as particulier

Contrairement aux autres 

co-répresseur mais uniquement un

fixe à l’ADN non seulement par s

de l’ADN, mais également par s

MqsR, qui interagit avec le squelette phosphate en se referma

d’ADN (Fig. 34 A) (Brown et al., 2009)

complexer à la toxine MqsR à ca

B). La toxine MqsR est donc 

anti-répresseur quelque soit sa concentration dans la cellule

toxine, MqsA se dissocie de l’ADN 

conséquence, la transcription de l’opéron 

Fig. 33. Modèle de déstabilisation du 
complexe répresseur VapC
toxine VapC en excès. L’antitoxine 
dimérique VapB est en vert clair et foncé 
et le dimère VapC est en rouge et rose 
(adapté de Winther et Gerdes 2012).

vapBC 

de l’opéron du STA VapCB 

serovar Typhimurium LT2 contient deux 

distants de 16 pb, chevauchant 

10 du promoteur. Chaque opérateur 

 9 pb séparés par 5 pb 

. Lorsque l’antitoxine VapB 

dimères de VapB se fixent de 

manière coopérative aux demi-sites d’un opérateur à 

dimériques VapC qui les relient 

 un complexe répresseur 

circulaire (VapC2-VapB2)2 (Fig. 33 

toxine VapC est en équilibre 

monomérique et dimérique (Fig. 33 B). 

En présence d’un excès de toxine, les monomères 

complexe répresseur pour former 

xamériques VapC2-VapB2-

d’interagir (Fig. 33 C). L’absence 

es deux complexes déstabilise la 

entraine la dérépression du promoteur vapBC (Winther and Gerdes, 2012)

as particulier  de l’opéron mqsRA 

autres toxines, la toxine monomérique MqsR d’

uniquement un anti-répresseur. De plus, l’antitoxine dimérique 

fixe à l’ADN non seulement par son domaine HTH C-terminal qui s’insère dans le grand sillon 

mais également par son domaine N-terminal, responsable de la neutralisation de 

t avec le squelette phosphate en se refermant comme une pince sur

(Brown et al., 2009). Dans cette conformation, MqsA ne peut pas 

à cause de l’encombrement stérique entre MqsR et l’ADN

 en compétition avec l’ADN pour se fixer à MqsA

répresseur quelque soit sa concentration dans la cellule. En effet, e

MqsA se dissocie de l’ADN pour former un complexe avec MqsR

conséquence, la transcription de l’opéron mqsRA est déréprimée (Brown et al., 2013)
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. Modèle de déstabilisation du 

complexe répresseur VapC -VapB par la 
toxine VapC en excès. L’antitoxine 
dimérique VapB est en vert clair et foncé 
et le dimère VapC est en rouge et rose 

de Winther et Gerdes 2012).  

(Winther and Gerdes, 2012). 

la toxine monomérique MqsR d’E. coli n’est pas un 

’antitoxine dimérique MqsA se 

qui s’insère dans le grand sillon 

responsable de la neutralisation de 

me une pince sur l’hélice 

Dans cette conformation, MqsA ne peut pas se 

l’encombrement stérique entre MqsR et l’ADN (Fig. 34 

en compétition avec l’ADN pour se fixer à MqsA et agit comme 

En effet, en présence de la 

un complexe avec MqsR (Fig. 34 C). En 

(Brown et al., 2013). 



 

Fig. 34. (A) Structure de l’antitoxine dimérique MqsA fixée  à l’ADN (PDB 
3O9X). (B) Modélisation de la structure du 
montrant les encombrements stériques entre MqsR et l’ADN. (C) Structure 
du complexe MqsR
foncé, MqsR est en rouge.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Les antitoxines sans domaine 

Certaines antitoxines sont dépourvues de domaine de fixation à l’ADN. La régulation de 

l’opéron TA est alors assurée par un (ou des) régulateur(s) transcriptionnel(s) co

avec les gènes TA ou même codé

STA Zeta-Epsilon codé sur le plasmide pSM19035 de 

répression de l’opéron epsilon

le gène est situé en amont et en opéron avec les gènes

également l’expression de copS

et celle de delta qui contrôle la partition du plasmide 

Les gènes du STA chromosomique MazF

autorégulés par l’antitoxine MazE. En revanche, ils sont réprimés par le facteur sigma 

alternatif ϬB, contrôlant la transcription de gènes impliqués dans la résistance au stress et 

dont le gène sigB est situé 

également activés par le régulateur transcriptionnel SarA en réponse à un stress thermique ou 

à la présence d’antibiotique (Donegan and Cheung, 2009)

 

V. Rôle des STA  

Le rôle des STA dans le maintien de l’intégrité du génome a clairement été établi 

cas des systèmes d’addiction plasmidique. En revanche, le rôle des STA dans l’adaptation 

des bactéries à leur environnement est encore 

 . (A) Structure de l’antitoxine dimérique MqsA fixée  à l’ADN (PDB 
3O9X). (B) Modélisation de la structure du complexe MqsR- MqsA fixé à l’ADN 
montrant les encombrements stériques entre MqsR et l’ADN. (C) Structure 
du complexe MqsR -MqsA (PDB 3GN5 et 3HI2). MqsA est en vert clair et v ert 
foncé, MqsR est en rouge.  

Les antitoxines sans domaine régulateur 

Certaines antitoxines sont dépourvues de domaine de fixation à l’ADN. La régulation de 

l’opéron TA est alors assurée par un (ou des) régulateur(s) transcriptionnel(s) co

avec les gènes TA ou même codé(s) ailleurs sur le génome. C’est le cas, par exemple, du 

é sur le plasmide pSM19035 de B. subtilis et 

epsilon-zeta est assurée par le régulateur transcriptionnel Omega, dont 

en amont et en opéron avec les gènes epsilon et zeta

copS, impliqué dans le contrôle du nombre de copie

qui contrôle la partition du plasmide (Hoz et al., 2000). 

es gènes du STA chromosomique MazFE de S. aureus ne sont

autorégulés par l’antitoxine MazE. En revanche, ils sont réprimés par le facteur sigma 

, contrôlant la transcription de gènes impliqués dans la résistance au stress et 

situé en aval et en opéron avec mazEF. Les gènes 

également activés par le régulateur transcriptionnel SarA en réponse à un stress thermique ou 

(Donegan and Cheung, 2009). 

Le rôle des STA dans le maintien de l’intégrité du génome a clairement été établi 

systèmes d’addiction plasmidique. En revanche, le rôle des STA dans l’adaptation 

leur environnement est encore débattu mais de nombreuses étud
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 . (A) Structure de l’antitoxine dimérique MqsA fixée  à l’ADN (PDB 
MqsA fixé à l’ADN 

montrant les encombrements stériques entre MqsR et l’ADN. (C) Structure 
MqsA (PDB 3GN5 et 3HI2). MqsA est en vert clair et v ert 

Certaines antitoxines sont dépourvues de domaine de fixation à l’ADN. La régulation de 

l’opéron TA est alors assurée par un (ou des) régulateur(s) transcriptionnel(s) co-transcrit(s) 

t le cas, par exemple, du 

et S. pyogenes. La 

est assurée par le régulateur transcriptionnel Omega, dont 

zeta. Omega réprime 

, impliqué dans le contrôle du nombre de copies du plasmide, 

ne sont pas non plus 

autorégulés par l’antitoxine MazE. En revanche, ils sont réprimés par le facteur sigma 

, contrôlant la transcription de gènes impliqués dans la résistance au stress et 

Les gènes mazEF sont 

également activés par le régulateur transcriptionnel SarA en réponse à un stress thermique ou 

Le rôle des STA dans le maintien de l’intégrité du génome a clairement été établi dans le 

systèmes d’addiction plasmidique. En revanche, le rôle des STA dans l’adaptation 

de nombreuses études attestent 
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leur implication dans la réponse au stress, la formation de biofilm, la persistance ou encore la 

défense contre l’infection phagique (Van Melderen and Saavedra De Bast, 2009; Tsilibaris et 

al., 2007; Wen et al., 2014).  

A partir d’une étude phylogénétique comparant la distribution des gènes ccdAB sur le 

chromosome de 395 isolats d’E. coli, des auteurs ont proposé que, lors de leur intégration aux 

génomes bactériens, les gènes de STA sont dépourvus de rôle physiologique et à moins qu’ils 

ne soient recrutés par la bactérie pour une fonction particulière, ils dégénèrent 

progressivement jusqu’à être éliminés du génome (Mine et al., 2009). 

 

A. STA et stabilisation d’éléments génétiques mobil es 

Il a été proposé que les STA sont des éléments génétiques égoïstes, acquis par 

transfert horizontal de gènes et qu’ils se maintiennent dans les génomes grâce à leur propriété 

addictive. Ils stabilisent éventuellement les éléments génétiques qui les portent (plasmides, 

prophages, superintégrons, éléments intégratifs et conjugatifs) (Hayes and Van Melderen, 

2011; Van Melderen and Saavedra De Bast, 2009). 

Les STA plasmidiques augmentent la prévalence d’un plasmide dans une population 

bactérienne. De nombreux STA entrainent la mort post-ségrégationnelle des cellules n’ayant 

pas hérité d’une copie du plasmide lors de la division bactérienne. C’est le cas par exemple du 

STA CcdBA porté par le plasmide F d’E. coli décrit au début de cette introduction. Le STA Kid-

Kis, porté par le plasmide à bas nombre de copies R1 d’E. coli, conduit non seulement à la 

mort post-ségrégationnelle des cellules dépourvues de plasmide mais participe également à la 

régulation du nombre de copies de R1 (Pimentel et al., 2005). Le nombre de copies de 

plasmide par cellule est contrôlé par différents systèmes de maintien, de partition et de 

résolution des dimères de plasmides qui permettent une répartition stable du plasmide lors de 

la division cellulaire. Ces systèmes ne sont toutefois pas infaillibles et la fréquence de perte de 

R1 est inférieure ou égale à 10-7 par division cellulaire (Nordström and Aagaard-Hansen, 

1984). La réplication de R1 est contrôlée par la protéine d’initiation RepA. Le gène repA, porté 

par le plasmide R1, est co-transcrit avec copB à partir du promoteur faible constitutif PcopB, 

mais peut aussi être transcrit seul à partir du promoteur fort PrepA. CopB est un répresseur de 

PrepA. Ainsi lorsque le nombre de copies de R1 est normal, CopB et RepA sont produites 

toutes deux en faible quantité car CopB réprime PrepA, ce qui limite le taux de réplication du 

plasmide R1. Au cours de la division, lorsque le nombre de copies de R1 diminue dans une 

cellule fille, un déséquilibre dans le ratio des protéines Kid/Kis se produit en faveur de 

l’ARNase Kid car l’antitoxine Kis est plus rapidement dégradée par la protéase Lon qu’elle 

n’est produite à partir du faible nombre de copies du plasmide. La toxine libre en excès clive 

alors les ARNm cellulaires au niveau de la séquence UUACU, ce qui conduit à la 

bactériostase. Elle clive également l’ARNm copB-repA au niveau de la région intergénique, ce 

qui provoque sa dégradation par des exonucléases. La protéine CopB n’étant plus 

synthétisée, le promoteur PrepA est déréprimé. RepA est alors produite en plus grande 
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quantité ce qui augmente la réplication du plasmide R1. Lorsque le nombre de copies du 

plasmide est restauré, le ratio Kid/Kis se stabilise et la croissance bactérienne peut alors 

reprendre. 

Les STA identifiés sur des prophages joueraient aussi un rôle de stabilisateurs. Les STA 

Doc-Phd, RelE-RelB et ParE2-PaaR2-PaaA2 codés sur les prophages P1 et Qin d’E. coli K-

12, et CP933P d’E. coli O157:H7, participeraient au maintien de ces éléments dans le génome 

bactérien (Gotfredsen and Gerdes, 1998; Hallez et al., 2010; Lehnherr et al., 1993). 

D’autres gènes de STA sont présents dans des super-intégrons. Ces derniers sont 

constitués de plusieurs cassettes génétiques impliquées dans l’activité métabolique, la 

virulence ou la résistance aux antibiotiques. Les super-intégrons codent également une 

intégrase qui catalyse des recombinaisons génétiques entre les différentes cassettes. Les 

STA peuvent être codés par ces cassettes (Mazel, 2006). Treize opérons de STA ont 

notamment été identifiés sur le super-intégron du chromosome II de Vibrio cholerae (Pandey 

and Gerdes, 2005). La présence des STA évite la perte des cassettes par le mécanisme de 

mort post-ségrégationnelle (Rowe-Magnus et al., 2003; Szekeres et al., 2007). 

Par ailleurs, il a été montré que le système MosTA (maintenance of SXT) empêche la 

perte de SXT, un ICE d’environ 62 kb présent chez de nombreux isolats cliniques de  

V. cholerae (Waldor et al., 1996). Les ICE sont capables de s’intégrer au chromosome 

bactérien mais également de s’en exciser. Ils peuvent alors être transmis par conjugaison à 

une bactérie receveuse. Contrairement aux plasmides, les ICE extrachromosomiques sont 

incapables de se répliquer de manière autonome. Ils sont donc susceptibles d’être perdus lors 

de la division bactérienne s’ils ne sont pas intégrés au chromosome. Lorsque SXT est 

chromosomique, l’opéron mosAT est réprimé par l’antitoxine MosA. En revanche, lorsque SXT 

est extrachromosomique, des protéines participant à l’excision induisent l’expression de 

mosAT. Ainsi le système MosTA est activé lorsque SXT est extrachromosomique. Deux 

modèles peuvent alors expliquer comment MosTA assure le maintien de SXT dans la cellule. 

Le premièr repose sur l’hypothèse que l’antitoxine MosA produite serait rapidement dégradée 

par les protéases cellulaires et la toxine MosT serait alors libre de ralentir la croissance 

cellulaire, ce qui permettrait à SXT de réintégrer le chromosome. Dans le second modèle, 

MosTA conduirait à la mort post-ségrégationnelle des bactéries n’ayant pas réintégré SXT 

dans leur chromosome avant de se diviser (Wozniak and Waldor, 2009). 

 

B. STA et adaptation à l’environnement 

Les populations bactériennes doivent continuellement s’adapter aux variations de leur 

environnement. Elles sont notamment soumises à des stress nutritionnels, thermiques, 

osmotiques et de pH. Elles doivent aussi se protéger contre les substances antimicrobiennes 

et se défendre contre les infections phagiques. Les STA sont activés en réponse à des 

conditions environnementales défavorables (Budde et al., 2006; Christensen et al., 2001; 

Christensen-Dalsgaard et al., 2010; Donegan and Cheung, 2009; Engelberg-Kulka et al., 
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Dans le cas du STA HipAB, la kinase HipA contribue à amplifier la réponse stringente. 

En effet, HipA inhibe la glutamyl-tRNA synthétase GltX, ce qui entraine l’accumulation 

d’ARNtGlu non chargé et active l’enzyme RelA. La toxine HipA assure donc un rétrocontrôle 

positif de la synthèse du ppGpp et augmente l’activation des STA sensibles à la protéase Lon 

lors de la réponse stringente (Kaspy et al., 2013). 

Par ailleurs, il semble exister des voies d’activation des protéases indépendantes du 

ppGpp (Christensen et al., 2001). Des expériences ont montré qu’en cas de carence en 

acides aminés, l’expression de l’opéron relBE est fortement induite chez E. coli délété ou non 

des gènes relA et spoT, mais elle ne l’est pas chez un mutant du gène lon. Il a également été 

montré que l’expression de certains STA est activée lors de dommages à l’ADN, de forte 

température, de stress oxydatif ou de la présence d’antibiotique et qu’elle dépend de la 

présence des protéases Lon et ClpPX (Christensen-Dalsgaard et al., 2010; Hazan et al., 2004; 

Prysak et al., 2009; Wang et al., 2011). Il est donc probable que, lors de stress 

environnementaux, plusieurs voies mènent à l’activation des protéases cellulaires qui, à leur 

tour, activent les STA. 

 

2. Phénotypes induits par l’activation des STA 

Le rôle des STA au cours d’un stress nutritionnel a longtemps été controversé. Il a 

d’abord été suggéré que l’activation de STA entraine une inhibition de la croissance cellulaire 

qui peut être restaurée suite à la néosynthèse des antitoxines. Cette bactériostase est 

réversible dans une période limitéee par un « point de non retour » au delà duquel les effets 

de la toxine sont irréversibles et conduisent à la mort de la cellule (Amitai et al., 2004). Il 

semble maintenant admis que lors de conditions défavorables, certains STA entrainent la mort 

des cellules, alors que d’autres permettent à la bactérie de s’adapter et de survivre.  

 

a. La mort cellulaire programmée 

La mort cellulaire programmée (MCP) est un mécanisme actif qui mène au suicide de la 

cellule. Ce mécanisme est essentiel puisqu’il permet d’éliminer des cellules endommagées ou 

superflues et de préserver le reste de la population saine. Bien que le terme MCP soit 

principalement utilisé pour décrire la mort des cellules eucaryotes par apoptose, les 

populations bactériennes sont également capables de subir ce type de mort. 

Chez E. coli, le STA MazFE est le principal acteur de la MCP. Lors d’un stress 

environnemental, MazFE est activé via la protéase Lon. L’ARN interférase MazF libre peut 

alors dégrader jusqu’à 90% des ARNm et entrainer la synthèse sélective de 10% des 

protéines grâce à la formation d’une machinerie de traduction alternative composée de 

ribosomes de stress et d’ARNm décapités (voir le paragraphe III.B.1.a. p. 17) (Vesper et al., 

2011). Parmi les protéines produites par la machinerie alternative, six d’entre elles (ClpP, 

SlyD, YfiD, ElaC, YgcR et YfbU) participent à la mort cellulaire lors de dommages à l’ADN 

provoqués par un traitement antibiotique (comme l’acide nalidixique) et/ou lors de l’inhibition 
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de la traduction par la spectinomycine. De manière surprenante, cinq autres protéines 

produites par la même machinerie (YajQ, RsuA, DeoC, SoxR, SoxS) sont requises pour la 

survie d’une sous-population bactérienne. Le mode d’action de chacune de ces protéines n’a 

pas encore été clairement identifié mais il est remarquable que l’activation du système MazFE 

affecte la totalité de la population bactérienne en provoquant la mort de la majorité des 

bactéries et en permettant à une petite fraction de survivre (Amitai et al., 2009). Il a été 

suggéré que la mort des bactéries permet la libération de nutriments et de molécules de 

signalisation utilisables par les bactéries survivantes (lorsque les conditions 

environnementales redeviennent plus favorables) pour qu’elles donnent naissance à une 

nouvelle population (Kolodkin-Gal et al., 2007). 

Il est à noter que la MCP ne se produit que lorsque la population bactérienne est 

suffisamment dense. A partir d’une concentration cellulaire de 107 bactéries/mL, sous l’effet 

d’un stress, E. coli sécrète un facteur de quorum sensing appelé Extracellular Death Factor 

(EDF) déclenchant la MCP (Kolodkin-Gal et al., 2007). EDF est un pentapeptide linéaire  

(Asn-Asn-Trp-Asn-Asn) généré par le clivage d’un fragment de la glucose-6-phosphate 

déshydrogénase par le complexe protéasique ClpXP (Kolodkin-Gal and Engelberg-Kulka, 

2008). D’une part, EDF amplifie l’activité ARNase de MazF et d’autre part, il se lie à 

l’antitoxine MazE, ce qui empêche la formation du complexe MazFE et donc la neutralisation 

de la toxine (Belitsky et al., 2011). 

La MCP peut se produire dans des populations bactériennes planctoniques mais aussi 

dans les biofilms. Alors que le STA MazFE d’E. coli entraine la MCP quelque soit le mode de 

vie de la bactérie, le STA YafQ-DinJ d’E. coli entraine la MCP des bactéries uniquement 

lorsqu’elles sont associées en biofilm (Kolodkin-Gal et al., 2009). 

Enfin, la MCP peut également être induite lors d’une infection phagique. Il a été montré 

que le STA MazFE d’E. coli permet d’éliminer le phage P1 de la population bactérienne 

infectée. En effet, un mutant ∆mazEF infecté par le phage P1 produit plus de particules virales 

que la souche sauvage (Hazan and Engelberg-Kulka, 2004). Lors de l’infection, le STA MazFE 

entraine la mort des cellules infectées, ce qui empêche la production et la libération de 

nouveaux virions dans la population bactérienne. La MCP provoquée par le STA MazFE peut 

être considérée comme un phénomène altruiste puisqu’en se « sacrifiant », la cellule infectée 

protège l’ensemble de la population bactérienne contre la propagation du phage P1. 

 

b. La dormance bactérienne et la persistance 

i. La dormance 

La dormance bactérienne est un état physiologique réversible, induit lors de stress 

environnementaux, dans lequel le métabolisme est ralenti : la bactérie ne se divise pas, mais 

elle survit. Le STA RelEB d’E. coli induit la dormance des bactéries en présence de 

chloramphénicol ou lors d’une carence en acides aminés ou en glucose (Christensen and 

Gerdes, 2003; Pedersen et al., 2002). Dans ces conditions, l’antitoxine RelB est dégradée par 
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la protéase Lon et l’ARNase RelE est libre de cliver les ARNm lors de leur traduction au 

niveau du site A du ribosome (Neubauer et al., 2009). Les ARNm endommagés restent alors 

liés aux ribosomes et bloquent leur activité (Christensen and Gerdes, 2003). RelE accentue 

donc l’inhibition de la traduction induite par le chloramphénicol ou par la carence nutritionnelle. 

Ce mécanisme permet de réduire la consommation d’énergie et celle des acides aminés libres 

qui seront utilisés lorsque les conditions de croissance redeviendront favorables (Christensen 

et al., 2001). Les mécanismes qui conduisent à la reprise de la croissance bactérienne ne sont 

pas encore élucidés. Il semble toutefois que lorsque le signal conduisant à l’activation des 

protéases s’arrête, la synthèse des antitoxines reprenne et leur capacité à réprimer l’opéron 

TA par coopérativité conditionnelle permettrait de restaurer rapidement un ratio 

toxine/antitoxine bas dans la cellule et de neutraliser les toxines libres (Cataudella et al., 2012; 

Maisonneuve and Gerdes, 2014). 

 

ii. La persistance 

Les bactéries persistantes sont définies comme des cellules qui entrent spontanément 

en dormance et sont ainsi capables de tolérer des doses bactéricides d’antibiotiques (Lewis, 

2010). La persistance est un état réversible. Contrairement aux bactéries résistantes, les 

persistants n’ont pas acquis de modification génétique leur permettant de survivre en 

présence d’antibiotiques, il s’agit de variants phénotypiques et leur progéniture reste sensible 

aux antibiotiques (Allison et al., 2011). Les cellules persistantes sont à l’origine de l’échec de 

certaines thérapies antibiotiques (Botelho-Nevers et al., 2012). Elles joueraient un rôle majeur 

dans la chronicité des infections à Pseudomonas aeruginosa ou dans la latence de  

M. tuberculosis (Keren et al., 2012). Les persistants représentent une petite fraction de la 

population (0,001% des bactéries en phase exponentielle de croissance et jusqu’à 1% des 

bactéries en phase stationnaire) qui apparaissent de manière stochastique pour parer à un 

éventuel stress qui serait fatal à la population bactérienne (Fasani et Savageau, 2013; Lewis, 

2008). La fréquence des persistants augmente en présence de stimuli environnementaux 

(stress nutritionnel, oxydatif, thermique ou de pH, présence d’antibiotique) (Dörr et al., 2010; 

Kwan et al., 2013; Vega et al., 2012). 

Le STA HipAB fut le premier STA identifié comme étant impliqué dans la persistance 

d’E. coli K-12 (Moyed et Bertrand, 1983). Une double mutation dans le gène de toxine hipA 

(G22S et D291A) entraine une diminution de l’affinité de fixation de l’antitoxine HipB pour la 

toxine HipA7 et conduit à un phénotype d’hyper-persistance. La fréquence de persistance du 

mutant hipA7 est de 10-2 en présence d’ampicilline alors qu’elle est de 10-5 à 10-6 pour la 

souche sauvage. De plus, la délétion du STA HipAB diminue drastiquement la persistance 

d’un facteur 10 à 100 dans une population bactérienne en phase stationnaire ou en biofilm 

(Keren et al., 2004). 

D’autres STA sont également impliqués dans la persistance. Des études 

transcriptomiques ont montré que les opérons relBE, mazEF, higBA, dinJ-yafQ, yoeB-yefM et 
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mqsRA sont fortement induits dans les cellules persistantes d’E. coli (Keren et al., 2004; 

Kohanski et al., 2007; Shah et al., 2006). De plus, la surproduction ectopique des ARNases 

toxiques RelE, YafQ ou MazF conduit à l’augmentation du nombre de cellules persistantes 

chez E. coli (Falla and Chopra, 1998; Harrison et al., 2009; Keren et al., 2004; Vázquez-

Laslop et al., 2006). En revanche, la délétion de chacun de ces STA n’entraine aucune 

modification de la fréquence de persistance, ce qui suggère qu’ils ont une activité redondante. 

Cela a été confirmé par Maisonneuve et al., qui ont remarqué que la délétion de quatre STA 

contenant des ARNases toxiques n’a aucun effet sur la formation des persistants chez E. coli 

mais qu’au-delà, la délétion successive des STA provoque une diminution progressive de la 

persistance. La délétion de dix STA contenant des ARNases entraine ainsi une réduction de 

100 à 200 fois du taux de persistance chez E. coli (Maisonneuve et al., 2011). 

Le système MqsRA d’E. coli joue un rôle important dans la formation des persistants. 

Non seulement, le gène de toxine mqsR est le gène le plus surexprimé dans les cellules 

persistantes (Shah et al., 2006) mais en plus l’absence de toxine affecte la persistance (Kim 

and Wood, 2010). Le STA MqsRA est atypique puisque l’antitoxine MqsA réprime l’expression 

de plusieurs gènes en plus de son propre opéron (Kim et al., 2010; Wang et al., 2011; Zhang 

et al., 2008). Ainsi, lorsque le STA MqsRA est activé, l’expression des gènes réprimés par 

MqsA est déréprimée (Fig. 36). C’est le cas de cspD qui code une protéine inhibant la 

réplication de l’ADN et qui augmente la persistance (Yamanaka et al., 2001) et de rpoS codant 

le facteur de transcription σS, le régulateur majeur de la réponse générale au stress qui influe 

aussi sur la persistance (Hong et al., 2012). L’activation du système MqsRA permet également 

l’expression du régulateur transcriptionnel Hha. Ce dernier induit la production des protéases 

Lon et ClpPX qui activent ensuite les STA contribuant à la persistance (Fig. 36) (García-

Contreras et al., 2008; Kim and Wood, 2010). Par ailleurs, la toxine MqsR, qui clive 

spécifiquement les ARNm aux sites GCU, dégrade l’ARNm de l’antitoxine GhoS, ce qui 

permet la synthèse de la toxine GhoT (Fig. 36) (Wang et al., 2013; Yamaguchi et al., 2009). 

Cette toxine membranaire réduit la synthèse d’ATP, ce qui conduit à une réduction du 

métabolisme cellulaire et permet aux bactéries de survivre en présence d’antibiotiques (Cheng 

et al., 2014). Ainsi le STA MqsRA est un STA majeur capable d’activer tout un réseau de STA 

et d’influer sur l’expression de nombreux gènes participant à la réponse au stress chez E. coli 

(Wang et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Fig. 36. L’activation du STA MqsRA induit la persistance ch ez 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

c. La formation de biofilm

Un biofilm est une communauté de bactéries agrégées sur une surface et qui sécrète

une matrice extracellulaire polymérique formée d’ADN, d’exo

Cette matrice constitue une barrière physico

antimicrobiens. Au sein du biofilm, où

sont en dormance et sont de ce fait

1999). 

Certains STA participent aux différentes étapes du cycle de vie du biofilm (l’attachement 

à une surface, la formation de microcolonies, la maturation du biofilm et la dispersion). Les 

cinq STA ChpBKI, MazFE, Rel

formation et de dispersion du biofilm

des toxines de ces systèmes 

diminue la formation de biofilm 
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S. pneumoniae, Treponema denticola et Burkholderia cenocepacia (Van Acker et al., 2014; 

Chan et al., 2012; Mitchell et al., 2010). 

 

d. La virulence 

Certains STA contribuent à la pathogénicité des bactéries en assurant le maintien des 

plasmides de virulence qui les portent. C’est le cas du STA MvpTA du plasmide de virulence 

pMYSH6000 de S. flexneri (Sayeed et al., 2000) ou du STA Zeta-Epsilon du plasmide 

pSM19035 de S. pyogenes (Mutschler and Meinhart, 2011). 

D’autres STA modulent directement la virulence bactérienne. Par exemple, la toxine 

MazF-Sa de S. aureus contrôle négativement la synthèse de plusieurs facteurs de virulence 

via son activité ARNase spécifique. L’un des ARNm ciblés par MazF-Sa est sraP. La 

glycoprotéine SraP est impliquée dans l’adhérence des bactéries aux plaquettes sanguines et 

son ARNm est très sensible à l’activité de MazF-Sa puisqu’il contient 43 sites de 

reconnaissance de l’ARNase (Zhu et al., 2009). A l’inverse, les ARNm de TcdB et CwpB de 

Clostridium difficile, protéines impliquées respectivement dans la destruction de l’épithélium 

intestinal et l’adhérence de la bactérie, sont résistants à l’activité ARNase de MazF-Cd 

(Rothenbacher et al., 2012). 

Un autre exemple est celui du STA PezTA de S. pneumoniae dont la perte de la toxine 

PezT réduit la virulence de S. pneumoniae chez la souris (Brown et al., 2004). Il a été proposé 

que la toxine PezT, qui inhibe la synthèse du peptidoglycane, provoque la lyse des cellules et 

permet la libération de la pneumolysine, une exotoxine qui entraine l’apoptose, voire la lyse 

des cellules eucaryotes, active le complément et induit une réaction pro-inflammatoire 

(Mutschler et al., 2011). 

Certains STA sont spécifiquement exprimés lors de l’infection. Par exemple, onze STA 

de S. typhimurium sont exprimés dans les macrophages murins infectés (De la Cruz et al., 

2013). L’un de ces STA, SehAB dont la toxine SehA est homologue à la toxine du STA HigBA 

d’E. coli, est spécifiquement impliqué dans la virulence de la bactérie. En effet, la délétion de 

l’opéron sehAB réduit la virulence de S. typhimurium chez la souris, mais uniquement lors 

d’une inoculation par voie orale et non par voie intrapéritonéale. Ainsi les auteurs proposent 

que le STA SehAB est impliqué dans les étapes précoces de l’infection lorsque la bactérie 

colonise l’estomac (De la Cruz et al., 2013). 
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2ème partie.  Yersinia pestis, l’agent éthiologique de la peste  

 

I. Les pandémies historiques et la situation actuelle de la peste  

La peste est une maladie hautement mortelle qui a tué des millions de personnes au 

cours de trois grandes pandémies (Cohn, 2008; Signoli, 2012). La première pandémie, 

appelée peste de Justinien d’après le nom de l’empereur romain de l’époque (règne de 527 à 

565), a débuté en 541 en Egypte. En empruntant les voies maritimes marchandes, la maladie 

s’est rapidement répandue à travers tout le bassin méditerranéen, atteignant en moins de 

deux ans la Perse à l’est et l’Irlande au nord. Cette pandémie, qui a duré environ 250 ans, 

aurait causé cent millions de morts. La seconde pandémie, connue sous le nom de peste 

noire, a débuté en Asie centrale vers 1330 et s’est propagée au nord de l’Afrique et à travers 

tout le continent européen. C’est au cours de cette pandémie que le concept de quarantaine 

est apparu. Des vagues épidémiques ont permis à la peste noire de persister jusqu’au 18e 

siècle. Deux épisodes marquants ont été la peste de Londres, en 1665-1666, qui décima 

environ 20% de la population de la ville, et la peste de Marseille, en 1720-1722, qui causa la 

mort de presque 50% des Marseillais. Au cours de cette seconde pandémie, la peste aurait 

tué 30% à 60% de la population européenne avec un nombre de décès estimé à 50 millions 

en quatre siècles. La troisième pandémie, ou peste moderne, débuta dans la seconde moitié 

du 19e siècle en Chine. Elle atteignit Hong-Kong en 1894 et s’étendit rapidement à l’Inde où 

elle aurait causé 12 millions de morts entre 1898 et 1928. La peste s’est ensuite répandue 

dans le monde grâce aux échanges commerciaux et à la navigation à vapeur. Elle atteignit 

l’Arabie Saoudite, la Turquie et Madagascar ainsi que des zones qui avaient été jusque là 

épargnées comme le sud des continents africain et américain. La pandémie de peste a ainsi 

perduré jusqu’à la seconde guerre mondiale (Cohn, 2008; Signoli, 2012). C’est en 1894 à 

Hong-Kong, qu’Alexandre Yersin isola l’agent responsable de la peste (Yersin, 1894). A la 

même période, Ogata et Simond découvrirent que la puce est le vecteur de la maladie 

(Simond, 1905). Tout d’abord nommée Pasteurella pestis, c’est seulement en 1970 que le 

nom Yersinia pestis fut définitivement attribué à la bactérie responsable de la peste. 

 

De nos jours, la peste menace toujours la population mondiale (WHO, 2000). Elle est 

présente sur tous les continents, excepté l’Europe et l’Océanie. Des foyers endémiques 

existent en Afrique, plus particulièrement à Madagascar, en République Démocratique du 

Congo et en Tanzanie, en Asie et dans les deux sous-continents américains, notamment aux 

Etats-Unis et au Pérou. Suite à la recrudescence du nombre de cas de peste dans les années 

1980, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a classé cette maladie comme ré-

émergente. Entre les années 1987 à 2009, plus de 50 000 cas de peste, dont 3870 décès, ont 

été déclarés à l’OMS (WHO, 2010). 
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II. L’agent pathogène Yersinia pestis 

Y. pestis appartient à la famille des entérobactéries. Parmi les 17 espèces du genre 

Yersinia (Bosák et al., 2012), trois sont pathogènes pour l’Homme : Y. pestis, Yersinia 

pseudotuberculosis et Yersinia enterocolitica, les deux dernières étant responsables de 

maladies gastro-intestinales.  

Y. pestis est une bactérie à Gram négatif de forme coccobacillaire, anaérobie facultative, 

non motile et non sporulée. Elle croît à des températures comprises entre 4°C et 40°C, et 

dans des milieux de pH allant de 5 à 9,6 (Perry and Fetherston, 1997). Dans des conditions 

optimales de croissance, où la température est de 28°C et le pH compris entre 7,2 et 7,6, son 

temps de génération est d’environ deux heures. Y. pestis est auxotrophe pour la cystéine, la 

glycine, la méthionine, l’isoleucine, la phénylalanine et la valine (Almeida and Leal, 2012), de 

plus sa croissance à 37°C nécessite l’addition de biotine, de thiamine, de panthénate et 

d’acide glutamique dans le milieu de culture (Perry and Fetherston, 1997). Y. pestis a une 

enveloppe cellulaire et une composition membranaire lipidique typiques des entérobactéries. 

Son lipopolysaccharide (LPS) est cependant dépourvu d’antigène O, on parle alors de 

lipooligosaccharide (LOS). Au-delà de 33°C, Y. pestis synthétise une pseudo-capsule 

glycoprotéique formée par l’antigène F1 (Perry and Fetherston, 1997). 

Le génome de Y. pestis est composé d’un chromosome de 4,6 Mb et de trois plasmides 

pPCP1 (ou pPla) de 9,5 kb, pCD1 (ou pYV) de 70 kb et pMT1 (ou pFra) de 100 kb. 

Y. pseudotuberculosis est l’ancêtre de Y. pestis, bien que la pathogenèse de ces deux 

bactéries soit très différente. La première est responsable d’une maladie entérique rarement 

fatale, transmise par l’ingestion d’un aliment ou d’une boisson contaminés, alors que la 

seconde est responsable d’une maladie invasive hautement mortelle, transmise par piqûre de 

puce infectée (Achtman et al., 1999). L’émergence de Y. pestis a eu lieu il y a moins de 6400 

ans avant aujourd’hui (Sun et al., 2014), elle a été marquée, entre autre, par l’acquisition des 

deux plasmides pMT1 et pPCP1. Les protéines codées par ces deux plasmides auraient 

contribué à augmenter la survie de Y. pestis dans la puce et à faciliter sa dissémination dans 

la peau des mammifères infectés. De plus, l’inactivation de nombreux gènes de Y. pestis, 

notamment par l’insertion de séquences mobiles (IS, insertion sequence), aurait favorisé la 

transmission de la bactérie par la puce et aurait causé la perte de sa capacité à coloniser le 

tractus gastro-intestinal (Achtman et al., 1999; Cui et al., 2013; Sebbane et al., 2006; Sun et 

al., 2014). 

Y. pestis se serait ensuite différenciée en trois biovars : les souches du biovar Antiqua 

sont capables de réduire le nitrate en nitrite et de fermenter le glycérol, celles du biovar 

Medievalis sont incapables de réduire le nitrate, et celles du biovar Orientalis ne fermentent 

pas le glycérol.  
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III. Hôtes et vecteurs de la maladie  

La peste est une zoonose qui affecte principalement les rongeurs et qui se transmet au 

sein des populations de mammifères par des piqûres de puces infectées. L’Homme n’est 

qu’un hôte accidentel. De nos jours la contamination humaine se produit principalement suite 

à des piqûres de puces infectées ou lors de la manipulation d’animaux morts ou malades, Y. 

pestis pénétrant alors dans l’organisme par des lésions cutanées ou par les muqueuses 

respiratoires (Dennis et al., 1999). 

Plus de 250 espèces de puces sont capables d’être infectées par Y. pestis (Gage and 

Kosoy, 2005). Parmi elles, Xenopsylla cheopis, la puce du rat, est l’espèce qui transmet le 

plus efficacement la bactérie à un nouvel hôte (Burroughs, 1947). Lorsque la puce prélève du 

sang contaminé sur un hôte en phase septicémique, la moitié des bactéries ingérées est 

éliminée dans les fèces (Chouikha and Hinnebusch, 2012). L’autre moitié des bactéries 

persiste dans le tube digestif en formant des agrégats dont la taille volumineuse empêche leur 

élimination. La survie des bactéries dans la puce dépend de la protéine Ymt (Yersinia murin 

toxin), une phospholipase D codée par le plasmide pMT1. En l’absence de Ymt, les bactéries 

présentes dans le tube digestif de la puce changent de morphologie et sont lysées. Il a donc 

été proposé que Ymt protège Y. pestis d’un composé cytotoxique dérivé du sang digéré par la 

puce (Hinnebusch et al., 2002). Les bactéries colonisent ensuite le tube digestif de la puce. 

Elles se multiplient dans le proventricule, une valve qui connecte l’œsophage à l’intestin, et y 

forment un biofilm qui obstrue partiellement le tube digestif. La puce est alors qualifiée de 

bloquée. La formation du biofilm dépend principalement du locus chromosomique hms 

(haemin storage), codant les enzymes de synthèse d’un exopolysaccharide de la matrice du 

biofilm (Bobrov et al., 2008; Hinnebusch et al., 1996). Lorsque la puce bloquée se nourrit sur 

un hôte sain, le sang aspiré est en partie bloqué par le bouchon bactérien au niveau du 

proventricule. Le sang contaminé est alors régurgité au niveau du point de piqûre, ce qui 

infecte l’animal. La puce affamée pique de manière répétée ce qui augmente la probabilité de 

transmission de la bactérie (Hinnebusch et al., 1996). 

La transmission de Y. pestis peut également se produire avant même que le biofilm ne 

soit formé et que la puce ne soit bloquée, généralement dans les quatre jours suivant 

l’ingestion du repas sanguin contaminé (Eisen et al., 2006). Il a été proposé que du sang 

contaminé reste piégé dans la cavité buccale de la puce et qu’il est relargué au cours du repas 

sanguin suivant grâce à la salivation de la puce (Hinnebusch, 2012). Ce mode de transmission 

précoce est en adéquation avec l’observation que de nombreuses espèces de puces sont 

capables de transmettre Y. pestis sans développer de blocage du proventricule. C’est le cas 

par exemple de la puce de l’Homme, Pulex irritans, qui a probablement joué un rôle majeur 

lors de la pandémie de peste noire (Beaucournu, 1995).  
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IV. Les différentes pathologies de peste  

La peste humaine existe sous trois formes cliniques : la peste bubonique, la peste 

septicémique et la peste pulmonaire (Perry and Fetherston, 1997). 

La peste bubonique, qui est la forme classique de la maladie, est mortelle dans 40 à 

70% des cas en absence de traitement antibiotique. Elle apparait suite à une piqûre de puce 

infectée ou par contamination directe d’une plaie ouverte. Les bactéries déposées dans la 

peau se répandent dans la voie lymphatique, elles atteignent le ganglion lymphatique drainant 

et s’y multiplient. Le ganglion devient très inflammatoire, hypertrophié et douloureux et on 

l’appelle alors bubon. Il est caractéristique de la peste bubonique. En deux à sept jours, 

d’autres symptômes accompagnent l’apparition du bubon : de la fièvre, des céphalées et une 

sensation de malaise. En absence de traitement antibiotique, la peste évolue vers une forme 

septicémique terminale. Les bactéries se répandent dans la circulation sanguine, elles 

atteignent d’abord la rate et le foie, puis le reste des organes. Une forte bactériémie (environ 

5.108 bactéries/mL de sang) est essentielle pour que la bactérie soit transmise à la puce qui 

se nourrit sur un hôte infecté (Galvan et al., 2008). La colonisation des poumons par Y. pestis 

permet la transmission de la maladie d’Homme à Homme. 

La peste septicémique est un événement rare, se produisant dans 10 à 30% des cas de 

peste. Elle survient suite à l’injection directe des bactéries dans la circulation sanguine. C’est 

une forme progressive et foudroyante de la maladie qui se produit sans formation de bubon. 

La peste pulmonaire est la forme la plus grave de la maladie. En absence de traitement 

dans les 24 à 48 h après l’infection, elle est mortelle dans 100% des cas. Elle est provoquée 

par l’inhalation d’aérosols contenant la bactérie et entraine une pneumopathie sévère 

provoquant une détresse respiratoire fatale. Cette pathologie peut générer des transmissions 

interhumaines. 

 

V. Virulence  

Y. pestis est une bactérie hautement pathogène. Chez la souris, la charge bactérienne 

causant la mort de 50% de la population animale (DL50, dose létale médiane) est de une à dix 

bactéries par voie sous-cutanée (Perry and Fetherston, 1997). Pour cela, Y. pestis déploie 

tout un arsenal de facteurs de virulence qui lui permet d’envahir les tissus et de se répandre 

dans l’organisme sans être éliminée par le système immunitaire. 

 

A. Phase intracellulaire 

L’expression de nombreux facteurs de virulence de Y. pestis est régulée par la 

température. Lorsque la bactérie est déposée dans le derme par la puce, elle passe 

subitement d’une température inférieure à 26°C (dans la puce) à une température de 37°C 

(dans l’hôte mammifère). Ainsi dans les premières heures suivant l’infection, lorsque Y. pestis 
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est dans le derme, elle ne s’est pas encore acclimatée à la température de l’hôte et ne produit 

pas encore les facteurs de virulence antiphagocytaires dont les gènes sont induits 

spécifiquement à 37°C (Spinner and Hinnebusch, 2012; Vadyvaloo et al., 2010). Y. pestis est 

donc rapidement phagocytée par les macrophages résidant dans la peau et les polynucléaires 

neutrophiles recrutés sur le site de l’infection (Cavanaugh and Randall, 1959; Shannon et al., 

2013). 

 

1. Survie dans les macrophages 

Lors de la phagocytose par les macrophages, les bactéries sont généralement 

internalisées dans une vacuole de phagocytose, le phagosome. Le phagosome subit ensuite 

une étape de maturation en fusionnant avec des endosomes et des lysosomes pour former le 

phagolysosome. C’est un compartiment très acide qui contient des espèces réactives de 

l’oxygène, des composés antimicrobiens et des enzymes de dégradation qui ont pour but de 

tuer et de dégrader les bactéries. 

Y. pestis possède des facteurs de virulence lui permettant de survivre et de se répliquer 

à l’intérieur des macrophages (Cavanaugh and Randall, 1959; Janssen and Surgalla, 1969; 

Pujol and Bliska, 2005). La production de ces facteurs est sous le contrôle de différents 

régulateurs. L’un de ces régulateurs est le système à deux composants PhoP-PhoQ, constitué 

de la kinase senseur PhoQ qui est activée en réponse à la faible concentration en Mg2+ dans 

le phagosome, et de sa cible, le régulateur transcriptionnel PhoP (Oyston et al., 2000). En 

activant des gènes responsables de la modification du lipide A et du core saccharidique du 

LOS, le système PhoP-PhoQ permet à la bactérie de résister aux composés antimicrobiens 

tels que la polymixine B (Hitchen et al., 2002; Zhou et al., 2005). Le régulateur post-

transcriptionnel Hfq contrôle l’expression de gènes impliqués dans la réponse au stress 

oxydatif (katA, katY, sodA, sodC), ce qui permet à Y. pestis de résister aux espèces réactives 

de l’oxygène (Geng et al., 2009). Les enzymes Rip, comprenant la butyryl-CoA transférase 

RipA, la putative enoyl-CoA hydrolase RipB et la putative citrate lyase β RipC, interviennent 

dans la survie intracellulaire, en synthétisant probablement du butyrate, un acide gras à effet 

anti-inflammatoire qui réduit la production d’oxyde nitrique (NO) par le macrophage (Pujol et 

al., 2005; Torres et al., 2011, 2012). De plus, Y. pestis empêche l’acidification du phagosome 

par un mécanisme encore inconnu indépendant du système PhoP-PhoQ (Pujol et al., 2009). 

Le macrophage constitue donc une niche pour Y. pestis, un abri dans lequelle elle se 

multiplie et « fourbit ses armes » en produisant des facteurs de virulence spécifiquement 

induits à 37°C. Suite à la forte multiplication intracellulaire, Y. pestis provoquerait l’éclatement 

du macrophage et serait libérée dans le milieu extérieur (Janssen and Surgalla, 1969). 

 

2. Survie dans les neutrophiles 

Les polynucléaires neutrophiles sont des cellules phagocytaires, au même titre que les 

macrophages. Lorsque la bactérie est présente dans la vacuole de phagocytose, celle-ci 
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fusionne avec des granules contenant des enzymes de dégradation des bactéries et des 

espèces réactives de l’oxygène sont produites. 

Seuls 22 à 30 % de la population de Y. pestis phagocytée par les neutrophiles sont 

capables d’y survivre et de s’y répliquer (Spinner et al., 2014). Les mécanismes de survie mis 

en jeu par la bactérie sont encore largement inconnus. Il semble que le système PhoP-PhoQ 

et la modification du LOS sont impliqués dans la survie de Y. pestis dans le neutrophile 

(O’Loughlin et al., 2010). Par ailleurs, il a été montré qu’une partie des neutrophiles, contenant 

des bactéries viables dans la vacuole de phagocytose, présente un marqueur d’apoptose à 

leur surface. Les macrophages sont capables de reconnaître ce marqueur d’apoptose et 

d’ingérer les neutrophiles apoptotiques pour les dégrader, c’est le mécanisme d’efférocytose. 

Or, Y. pestis est capable de persister dans la vacuole d’efférocytose. De plus, ce mécanisme 

permet la libération de cytokines anti-inflammatoires. Ainsi, il a été proposé que l’efférocytose 

est une voie d’entrée alternative de Y. pestis dans le macrophage qui permet d’induire une 

réponse anti-inflammatoire essentielle à la survie de Y. pestis chez l’hôte (Spinner et al., 

2014). 

 

B. Phase extracellulaire 

Une fois hors des cellules phagocytaires, Y. pestis exprime des facteurs de virulence lui 

permettant de survivre sous une forme extracellulaire. Elle est capable de disséminer dans les 

tissus, d’inhiber la phagocytose et de résister au système du complément et aux peptides 

antimicrobiens contenus dans le sérum. 

 

1. Dissémination tissulaire 

La protéine Pla, codée par le plasmide pPCP1, est un facteur de virulence essentiel à 

l’établissement de la peste bubonique. En effet, la délétion du gène pla entraîne la perte de la 

virulence et une absence de colonisation du foie et de la rate lorsque Y. pestis est injectée par 

voie sous-cutanée, alors que la virulence et la colonisation des organes ne sont pas altérées 

lorsque le mutant Pla- est injecté par voie intraveineuse (Sodeinde et al., 1992). Pla est une 

protéase ancrée à la membrane externe. Elle dégrade le plasminogène en plasmine, une 

enzyme capable de dégrader la fibrine et certains composants de la matrice extracellulaire 

(Lahteenmaki et al., 1998; Sodeinde et al., 1992). Pla inactive également l’inhibiteur de 

plasmine α2-antiplasmine augmentant ainsi l’activité de la plasmine (Kukkonen et al., 2001). 

Ainsi, il a été proposé que lorsque Y. pestis est déposée dans la peau, Pla dégrade le caillot 

de fibrine qui se forme autour de la bactérie pour la piéger. Y. pestis peut ainsi s’échapper du 

site d’infection pour atteindre le système lymphatique. Par ailleurs, sa capacité à dégrader la 

matrice extracellulaire lui permettrait d’envahir les tissus lors de la colonisation des organes 

(Lahteenmaki et al., 1998; Sodeinde et al., 1992). 
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2. Inhibition de la phagocytose et de la réponse in flammatoire  

Une fois présente dans les tissus lymphoïdes, Y. pestis doit faire face aux cellules 

immunitaires recrutées en masse. Certains facteurs de virulence inhibent la phagocytose et 

d’autres induisent une réponse anti-inflammatoire permettant à la bactérie de se multiplier 

sans être éliminée par le système immunitaire. 

 

a. Le système de sécrétion de type III 

Le système de sécrétion de type III est codé par au moins 47 gènes localisés sur le 

plasmide pCD1 (similaire au plasmide de virulence pYV de Y. pseudotuberculosis). 

L’expression de ces gènes est induite à 37°C, et elle produit une machinerie cellulaire capable 

d’injecter des protéines effectrices directement dans le cytoplasme des cellules cibles 

eucaryotes (macrophages, neutrophiles, cellules dendritiques, cellules épithéliales). Les six 

protéines effectrices, appelées Yop (Yersinia outer proteins), inhibent la phagocytose en 

bloquant les voies de signalisation impliquées soit dans le remodelage des filaments d’actine 

nécessaire à l’internalisation des bactéries, soit dans la production des espèces réactives de 

l’oxygène ou la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Les Yop induisent aussi l’apoptose 

des cellules cibles en activant la voie des caspases et en inhibant la synthèse des protéines 

anti-apoptotiques (Cornelis et al., 1998; Lemaitre et al., 2006; Peters et al., 2013; 

Songsungthong et al., 2010; Viboud and Bliska, 2005). 

 

b. L’adhésine Ail 

Ail (attachment-invasion locus) est une adhésine de 21,5 kDa ancrée à la membrane 

externe de Y. pestis, surproduite à 37°C et qui représente jusqu’à 20 à 30% des protéines 

membranaires (Pieper et al., 2009). Ail permet à Y. pestis d’adhérer aux cellules immunitaires 

et épithéliales car elle interagit avec la fibronectine et la laminine qui composent la matrice 

extracellulaire. Cette interaction facilite l’injection des protéines effectrices Yop par le système 

de sécrétion de type III dans les cellules cibles (Felek and Krukonis, 2009; Tsang et al., 2010). 

 

c. Les pili Psa 

L’expression des gènes de synthèse du pilus Psa (pH 6 antigen) est induite lors de la 

phase intracellulaire, dans le phagolysosome du macrophage où se réplique la bactérie, un 

environnement acide à 37°C. Dès que Y. pestis est hors des cellules phagocytaires, les pili 

Psa présents à la surface de la bactérie fixent les lipoprotéines contenant l’apolipoprotéine B 

(ApoB) et principalement les LDL (low density lipoproteins) présentes dans le plasma sanguin. 

En se couvrant de lipoprotéines, Y. pestis évite d’être reconnue par les cellules phagocytaires 

et ainsi d’être phagocytée (Huang and Lindler, 2004; Makoveichuk et al., 2003). 
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d. Le lipide A 

De manière générale, le lipide A du LPS ou du LOS est formé de deux glucosamines sur 

lesquelles se greffent des groupements phosphates et des chaînes acylées. Le lipide A se lie 

au TLR4, un récepteur à la surface de plusieurs types cellulaires tels que les macrophages et 

les cellules dendritiques, ce qui conduit à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (Lu et 

al., 2008). Les modifications du lipide A, notamment la variation du nombre de chaînes 

acylées, modulent l’activation du TLR4. Le lipide A de Y. pestis est hexa-acylé à 28°C et tétra-

acylé à 37°C (Kawahara et al., 2002). Chez l’hôte mammifère, la forme tétra-acylée n’est pas 

reconnue par le TLR4 et ne stimule donc pas la sécrétion des cytokines (Matsuura et al., 

2010). 

 

e. La pseudo-capsule F1 

Y. pestis synthétise une pseudo-capsule glycoprotéique formée par la polymérisation de 

l’antigène F1, une protéine de 15,5 kDa. Les quatre gènes caf de synthèse de la pseudo-

capsule sont portés par le plasmide pMT1. Leur expression est induite à 37°C. La pseudo-

capsule permet à Y. pestis de résister à la phagocytose probablement en masquant les 

adhésines présentes à la surface de Y. pestis qui interagissent et se fixent aux récepteurs à la 

surface des cellules phagocytaires (Du, 2002). 

 

f. Les protéines de la famille Toxin complex (Tc) 

Les cinq protéines de la famille Tc sont localisées dans la membrane externe de Y. 

pestis. Elles sont principalement produites à 21°C lorsque Y. pestis est dans la puce et elles 

persistent de nombreuses heures à 37°C après la transmission de la bactérie au mammifère 

(Spinner et al., 2012). Leurs homologues présents chez la bactérie entomopathogène 

Photorhabdus luminescens sont des toxines insecticides, mais chez Y. pestis, ces protéines 

n’ont aucun rôle dans la survie de la bactérie dans la puce, ni dans sa transmission de 

l’insecte au mammifère (Spinner et al., 2012). En revanche, chez l’hôte mammifère, les 

protéines de la famille Tc inhibent la phagocytose de Y. pestis par les neutrophiles via un 

mécanisme encore inconnu mais indépendant du système de sécrétion de type III (Spinner et 

al., 2013). 

 

3. Résistance au complément  

Le système du complément est un ensemble de 35 protéines sériques participant à la 

défense contre les infections. Il existe trois voies d’activation du complément : classique, 

alterne et via les lectines. L’activation de la voie classique dépend de la réponse immunitaire 

adaptative puisqu’elle débute par la reconnaissance d’un pathogène par les anticorps. Les 

voies alterne et des lectines, en revanche, appartiennent à l’immunité innée car les protéines 

du complément sont activées directement au contact des agents pathogènes. Les trois voies 
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convergent pour aboutir à la lyse des agents pathogènes grâce à la formation du complexe 

d’attaque membranaire, au recrutement des cellules immunitaires via les propriétés 

chimiotactiques des protéines du complément, et à l’opsonisation des agents pathogènes. La 

protéine de membrane externe Ail permet à Y. pestis de résister à l’activité bactéricide du 

complément (Bartra et al., 2008). En effet, un mutant délété du gène ail est incapable de 

résister à l’activité du complément dans le sérum (Bartra et al., 2008). Le mécanisme d’action 

d’Ail a été récemment décrit (Ho et al., 2014). Ail est capable de fixer à la fois la protéine C4b, 

une protéine du système du complément activée dans les voies classique et des lectines, et la 

protéine C4BP, un inhibiteur du système du complément qui dégrade la protéine C4b. En 

formant un complexe tripartite avec les deux protéines, Ail favorise l’inactivation de C4b par 

C4BP et empêche ainsi l’activation des voies classique et des lectines du complément (Ho et 

al., 2014). 

 

4. Résistance aux composés antimicrobiens  

Y. pestis est capable de résister aux composés antimicrobiens sécrétés dans les tissus 

par les macrophages et les neutrophiles. Dans le bubon, les neutrophiles produisent une 

grande quantité d’oxyde nitrique (NO). Pour résister au NO, Y. pestis surexprime de nombreux 

gènes impliqués dans la détoxication du NO. Parmi ces gènes, ceux codants la pyruvate 

deshydrogénase AceF, la flavoglobine Hmp et la ribonucléotide réductase NrdHIEF 

contribuent à la virulence de Y. pestis (Pradel et al., 2014; Sebbane et al., 2006). Par ailleurs, 

Y. pestis est capable de résister à de nombreux peptides antimicrobiens. A titre d’exemple,  

Y. pestis produit la protéine périplasmique Ivy qui inhibe l’action du lysozyme produit par les 

neutrophiles (Derbise et al., 2013). 

 

5. Systèmes d’acquisition du fer  

Le fer est un co-facteur impliqué dans de nombreuses réactions enzymatiques. Il est 

essentiel à la multiplication et à la propagation de Y. pestis chez son hôte (puce ou 

mammifère). Y. pestis possède plusieurs systèmes d’acquisition du fer qui lui permettent de 

capturer le fer libre ou celui présent dans les ferriprotéines de l’hôte (lactoferrine, 

hémoglobine). Parmi ces systèmes, deux sont requis pour la virulence de Y. pestis : le 

système yersiniabactine (Ybt) et le système Yfe (Bearden and Perry, 1999; Fetherston et al., 

2010; Sebbane et al., 2006). 

Le système Ybt est codé par douze gènes majoritairement localisés sur l’ilot de 

pathogénicité HPI (d’environ 36 kb) (Perry and Fetherston, 2011). Certaines protéines Ybt 

sont impliquées dans la synthèse de la yersiniabactine, un sidérophore libéré dans le milieu 

extracellulaire qui capte le fer (Fe3+) lié à la transferrine ou à la lactoferrine. D’autres protéines 

sont responsables de la fixation et du transport de la yersiniabactine chargée en fer du milieu 

extracellulaire vers le cytoplasme de la bactérie. Enfin, d’autres protéines régulent l’expression 
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du système en fonction de la concentration en fer extracellulaire et de la disponibilité du 

sidérophore yersiniabactine (Perry and Fetherston, 2011). 

Le système Yfe est un transporteur de type ABC capable de transporter les cations fer 

(Fe2+) et manganèse du périplasme vers le cytoplasme de la bactérie. Il est formé de la 

protéine périplasmique YfeA, responsable de la fixation du fer et du manganèse, d’une 

perméase homodimérique YfeC-YfeD ancrée dans la membrane interne et d’une ATPase 

YfeB (Bearden and Perry, 1999; Perry et al., 2007). 

Un mutant de Y. pestis dépourvu du système Ybt est avirulent par voie sous-cutanée 

mais reste totalement virulent par voie intraveineuse, alors qu’un mutant Yfe- est atténué dans 

sa virulence par voie sous-cutanée et est avirulent par voie intraveineuse. Un double mutant 

Ybt- Yfe- est quant à lui avirulent par voie intraveineuse (Bearden and Perry, 1999). Ces 

résultats suggèrent que le système Ybt est requis pour l’acquisition du fer dans les premières 

étapes de l’infection, au niveau du site d’injection dans la peau ou dans le système 

lymphatique. En revanche, le système Yfe serait nécessaire dans les étapes tardives de 

l’infection, lorsque Y. pestis s’est répandue dans le système sanguin et a colonisé le foie, la 

rate et d’autres organes profonds (Bearden and Perry, 1999). 
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3ème partie.  Objectifs de la thèse  

 

L’ensemble des facteurs de virulence de Y. pestis n’étant pas encore connu, une étude 

visant à identifier des nouveaux gènes impliqués dans la virulence de Y. pestis a été menée 

au laboratoire à partir de 2008 (Pradel et al., 2014). La comparaison des transcriptomes de  

Y. pestis isolée de bubon de rat infecté ou cultivée in vitro avait permis de dresser une liste de 

gènes surexprimé in vivo (Sebbane et al., 2006). Chaque gène (ou groupe de gènes) candidat 

a été délété du chromosome de Y. pestis CO92 et les 170 mutants obtenus ont été testés par 

injection sous-cutanée chez le rongeur afin d’identifier ceux dont la virulence est atténuée. Au 

cours de cette étude, le gène ypo3369, dont la fonction était encore inconnue, a retenu 

l’attention. Non seulement sa perte entraine une atténuation de la virulence, mais le mutant 

∆ypo3369 présente aussi un retard de croissance in vitro. Nous avons donc voulu déterminer 

la fonction de ce gène et son rôle dans la virulence de Y. pestis. 

Notre analyse in silico suggérait i) que le gène ypo3369 code une antitoxine de la famille 

HicB (nommée HicB3) et ii) qu’un petit gène de 201 pb en amont de ypo3369 (non annoté sur 

le génome de Y. pestis) code une possible toxine de la famille HicA. 

A partir de ces observations, notre objectif visait à caractériser au mieux ce nouveau 

STA de Y. pestis en étudiant sa régulation, en déterminant l’activité de la toxine HicA3, en 

évaluant son rôle dans la virulence et en résolvant la structure de l’antitoxine HicB3 et celle du 

complexe HicA3-HicB3. 
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Abstract 

 

The mechanisms involved in the virulence of Y. pestis, the plague pathogen, are not fully 

understood. In previous research, we found that a Yersinia pestis mutant lacking the HicB3 

(YPO3369) putative orphan antitoxin was attenuated for virulence in a murine model of 

bubonic plague. Toxin-antitoxin systems (TASs) are widespread in prokaryotes. Most bacterial 

species possess many TASs of several types. In type II TASs, the toxin protein is bound and 

neutralized by its cognate antitoxin protein in the cytoplasm. Here, we identify the hicA3 gene 

encoding the toxin neutralized by HicB3, and show that HicA3-HicB3 constitutes a new 

functional type II TAS in Y. pestis. Using biochemical and mutagenesis-based approaches, we 

demonstrate that the HicA3 toxin is an RNase with a catalytic histidine residue. HicB3 has two 

functions: it sequesters and neutralizes HicA3 by blocking its active site and it represses 

transcription of the hicA3B3 operon. Gel-shift assays and reporter fusion experiments indicate 

that the HicB3 antitoxin binds to two operators in the hicA3B3 promoter region. We solved the 

X-ray structures of HicB3 and the HicA3HicB3 complex, thus we present the first crystal 

structure of a TA complex from the HicAB-family.  

HicB3 forms a tetramer that can bind two HicA3 toxin molecules. HicA3 is monomeric and 

folds as a double-stranded-RNA-binding domain. HicB3 N-terminal domain occludes the HicA3 

active site, whereas its C-terminal domain folds as a ribbon-helix-helix DNA binding motif. 
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The Gram-negative enterobacterium Yersinia pestis is the causal agent of plague, a disease 

that is usually transmitted via a fleabite or (more rarely) via the inhalation of aerosols (1). Flea-

borne plague leads to bubonic plague or (to a lesser extent) primary septicemic plague, 

whereas aerosol transmission produces pneumonia (2). To better understand the mechanisms 

responsible for disease production, we previously screened a library of Y. pestis deletion 

mutants for attenuated virulence in a rat model of bubonic plague (3). Each mutant in the 

library lacked one or more of the genes identified as being up-regulated in vivo in a 

comparative transcriptome analysis (4). One of the virulence-attenuated mutants lacked the 

uncharacterized ypo3369 gene (3). Although it has been suggested that ypo3369 (also 

referred to as hicB3) encoded an antitoxin from a toxin-antitoxin system (TAS) (5), the 

associated toxin gene had yet to be identified. 

Toxin-antitoxin systems were originally defined as two-component modules encoded by 

bicistronic operons in a wide range of bacteria (6), with one gene encoding a toxic protein and 

the other encoding a specific antitoxin. Although most toxins are RNases (7), some can target 

membranes (8), DNA gyrase (9) or ribosomes (10) or phosphorylate proteins (11, 12). Overall, 

the toxin's activities interfere with replication or translation and thus lead to growth arrest or 

even cell death (13). The toxin gene may be located upstream or downstream of the antitoxin 

gene. Three different classes of TAS have been defined according to the biochemical nature 

of the antitoxin. In type I TASs, the antitoxin is a non-coding RNA that is able to hybridize with 

the toxin mRNA and block its translation or target it for degradation (14). In type II TASs, the 

antitoxin is a small protein that binds to and neutralizes a toxic protein (i.e. through protein-

protein interactions). The type II antitoxin is usually also a DNA-binding protein that can block 

the TA operon's promoter region (15). In type III TASs, the antitoxin is an RNA that directly 

binds to and neutralizes the toxin protein (16, 17). Most recently, three-component modules 

have been described and included in the list of type II TASs (18, 19). The third component in 

these systems is a repressor that regulates transcription of the operon. 

In Y. pestis, a total of 10 putative type II TAS loci have been identified on the chromosome of 

the virulent CO92 strain (5, 20, 21). Five of these systems belong to the HigBA family, two 

other to the HicAB family, and one each to the MqsRA, Phd-Doc, and RelBE families (5). 

However, Goulard et al. showed that only three toxin candidates (HicA1, HigB2, and RelE) 

were indeed toxic when over-expressed in Y. pestis. Two orphan antitoxin genes (hicB3 and 

relB2) had also been identified in the CO92 genome (5). 

Starting from the candidate virulence gene hicB3 (ypo3369), we used genetic, biochemical 

and structural approaches to discover and characterize a new TAS in Y. pestis: HicA3-HicB3. 

We also report the first crystal structure of a toxin-antitoxin complex from the HicA-HicB family. 
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MATERIALS AND METHODS 

Bacterial strains, plasmids and growth conditions.  Strains and plasmids used in this study 

are listed in Table 1. Y. pestis strain KIM6+ was used to analyze in vitro phenotypes, since it 

lacks the pCD1 virulence plasmid present in strain CO92 (22). The sequence of the hicA3-

hicB3 locus is exactly the same in CO92 and KIM6+. Strains were cultivated in LB broth or on 

LB agar plates (at 37°C for E. coli or 28°C for Y. pestis). Antibiotics and other chemicals were 

used at the following final concentrations: ampicillin (Ap) 200 µg ml-1, kanamycin (Km) 25 µg 

ml-1, trimethoprim (Tp) 25 µg ml-1, IPTG 24 µg ml-1, irgasan (Irg) 1 µg ml-1, sucrose 5% (wt/vol), 

Xgal 40 µg ml-1. Arabinose (Ara, 0.5 or 1 mM) or IPTG (1 mM) were added to the cultures to 

induce Para and Plac, respectively. 

 

Y. pestis mutant construction. Mutants were constructed using the Red recombinase 

technique (23) and pEP1013 (3). Antibiotic-labeled PCR products were generated using 

pEP1087 or pEP1216 templates. Primers are listed in Table S1.  

To delete chromosomal antibiotic resistance cassettes flanked by FRT sites, pFLP2 (24) was 

electroporated into some constructs. Transformants were selected and checked for loss of the 

cassette. To generate Y. pestis KIM6+ lacZ reporter strains, the suicide plasmids pSBT30, 

pSBT36 and pSBT172 were introduced into YPEP430 and its ∆hicA3B3 or ∆hicB3 derivatives 

by conjugation. Transconjugants were selected on LB-Km-Irg-Xgal plates. Correct integration 

of the transcriptional fusion at the chromosomal hicA3B3 locus was assessed by PCR. For all 

Y. pestis mutants, the presence of the instable chromosomal pgm locus was verified by 

streaking onto Congo Red plates (25). Conservation of the endogenous plasmids was 

checked using multiplex PCR with the primer pairs Ymt1/Ymt2 and Pla1/Pla2 for KIM6+ 

derivatives and the additional YopH3/YopH4 pair for CO92 constructs. 

 

Growth assays . E. coli MG1655 bearing both pSBT10 and pSBT41 was grown overnight at 

37°C in LB-Ap-Km and used to inoculate three cultures at an OD600 of 0.05. In the first culture, 

0.5 mM Ara was added after 120 min of growth. In the second culture, 0.5 mM Ara was added 

after 120 min of growth and 0.5 mM IPTG was added after 195 min. No inducer was added to 

the third culture. OD600 was measured every 30 min after induction. 

Y. pestis KIM6+(pSBT10) and KIM6+(pBAD30) were grown overnight at 28°C in LB-Ap and 

used to inoculate cultures at an OD600 of 0.05. After 180 min of growth, 1 mM Ara was added 

to the cultures. OD600 was measured every hour after induction. 

 

Site-directed mutagenesis.  The megaprimer PCR method adapted from (26) was used to 

replace the hicA3 His28 codon by an alanine codon. Two 100-bp megaprimers were obtained 

by PCR amplification of Y. pestis KIM6+ genomic DNA using the forward external primers 

3369aNde or HicA3RI, the mutated internal reverse primer HicA3H28A, and Pfu polymerase 

(Stratagene). In a second round of PCR, purified megaprimers were used with the reverse 
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external primers 3369aXho or HicA3Sal to amplify hicA3H28A from the hicA3B3-bearing PCR 

product obtained with primer pair 3368F1/3369R1. The resulting NdeI-XhoI and EcoRI-SalI 

fragments were further cloned into pET24a+ and pBAD30 to yield pSBT116 and pSBT237, 

respectively. 

 

Protein production and purification.  E. coli BL21(DE3) transformants were grown at 37°C 

until the OD600 reached 0.5. Protein overexpression was induced by addition of 0.5 mM IPTG. 

After 3 hours, cells were harvested, resuspended in buffer A (50 mM Tris pH 8, 300 mM NaCl) 

and lysed using a French press. His-tagged proteins were purified from cleared lysates on a 

HisPur Ni-NTA column (Thermo Scientific). Proteins were eluted with 5 ml of buffer A, 300 mM 

imidazole. Further purification was carried out on a Superdex 75 size exclusion column (GE 

Healthcare) equilibrated with buffer A. Fractions of interest were pooled and concentrated 

using an Amicon ultra-4 centrifugal filter unit (molecular weight cutoff 3,000 [3 K] or 10 K ; 

Merck Millipore). For circular dichroism (CD) measurements, buffer A was replaced with NaP 

buffer (150 mM NaH2PO4/Na2HPO4 pH 7.2) by dialysis. 

For crystallization experiments, cells were disrupted by sonication and proteins were purified 

on a Ni-NTA agarose column (Qiagen) via elution with 100 mM, 200 mM and 300 mM 

imidazole in buffer A, 5 mM Tris-(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP). Proteins were then 

injected onto a HiTrap Heparin HP column (GE Healthcare) and eluted with an NaCl gradient. 

Fractions of interest were concentrated and injected onto a Superdex 75 column equilibrated 

with buffer A, 5 mM TCEP. These fractions were pooled and concentrated using a Vivaspin 20 

centrifugal concentrator (molecular weight cutoff, 5 K ; GE Healthcare). Se-Met-labeled HicB3 

was prepared as described in (27) and purified in the same way as the native protein. 

HicA3 was purified from the HicA3HicB3-6His complex via the following “water-shock” 

procedure, which we applied serendipitously. The complex was purified as described above 

except that after the first concentration step, fractions containing the HicA3HicB3-6His 

complex were injected onto a Superdex 75 column equilibrated with water. Proteins that eluted 

as a single peak in the dead volume were then re-concentrated and re-injected onto a 

Superdex 75 column equilibrated with buffer A, 5 mM TCEP. The proteins then eluted as two 

peaks: the first corresponded to a HicA3-depleted HicA3HicB3-6His complex and the second 

corresponded to HicA3 alone. Analytical size exclusion chromatography revealed that (i) 

“water shocked” purified HicA3 was dimeric and (ii) HicA3-H28A-6His purified in buffer A was 

monomeric. The misfolded, “water-shocked” protein was dialyzed against NaP buffer, 

denatured in 8 M guanidium chloride, and then dialyzed stepwise against NaP buffer. Lastly, 

HicA3 was purified on a Superdex 75 size exclusion column and concentrated using an 

Amicon ultra-4 centrifugal filter unit (molecular weight cutoff, 3 K). The same 

denaturation/renaturation protocol was applied to HicA3-H28A-6His. Circular dichroism 

spectra of renatured HicA3 and HicA3-H28A-6His were identical to that of native HicA3-H28A-

6His. 
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Protein concentration was determined by absorbance at 280 nm using a Nanovue Plus 

spectrophotometer (GE Healthcare) or a Bradford assay (Bio-Rad). The proteins' secondary 

structure content was checked with CD and the integrity of the protein sequence was checked 

with mass spectrometry. 

 

5' rapid amplification of cDNA Ends. The hicA3 and hicB3 TSSs were mapped using 5' 

RACE, according to the method described in (28). Briefly, total RNA was extracted from a Y. 

pestis 2-ml culture at an OD600 of 1 by using an RNeasy mini kit (Qiagen). The RNA 

concentration was measured with a Nanovue Plus spectrophotometer. A 100 µl reaction 

volume containing RNA (6 µg), 20 U RNase Out (Invitrogen) and 10 U of tobacco acid 

pyrophosphatase (TAP, Epicentre) in TAP buffer was incubated for 30 min at 37°C. Control 

RNA (with no TAP treatment) was incubated under the same conditions. The 38-nt RACE 

RNA adapter (500 pmol) was added to the tubes prior to phenol-chloroform extraction and 

ethanol precipitation. Pellets were dissolved in 13 µl water, denatured at 90°C for 5 min, and 

then quick-chilled on ice. The RACE adapter was ligated overnight at 17°C in a 20 µl reaction 

volume containing 10 U T4 RNA ligase (Epicentre), 5 µM ATP, 10% DMSO and 0.4 U RNase 

Out in T4 RNA ligase buffer. RlacZ primer (2 pmol) was added to RNA prior phenol-chloroform 

extraction and ethanol precipitation. Pellets were dissolved into 20 µl of water, and 10 µl were 

used for reverse transcription with Superscript III (Invitrogen). The cDNA was then amplified by 

PCR with primers specific for the RNA adapter (B6) and the target mRNA (3369aR1 or 

3369R2). Polymerase chain reaction products were purified from 2% agarose gel, cloned into 

pCRII (Invitrogen) and sequenced. The absence of DNA contamination in the RNA preparation 

was assessed by PCR. 

 

Gel shift assays.  DNA fragments containing either the hicA3 upstream region (365 bp) or part 

of the ymt gene (517 bp, the control fragment) were amplified by PCR using the primer pair 

3368F1/3369aR1 or Ypmt1/Ypmt2, respectively. Polymerase chain reaction products were 

purified using the NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up kit (Macherey-Nagel). Reaction mixtures 

(20 µl) containing 50 ng of each DNA fragment and 0, 50, 100 or 150 ng of HicB3-6His or 

HicA3HicB3-6His complex in gel shift buffer (10 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.5 mM DTT, 1 

mM MgCl2, and 2.5% glycerol) were incubated for 20 min at room temperature (RT) and 

loaded on a 6% acrylamide-Tris-borate EDTA (TBE) gel (89 mM Tris-borate pH 8, 2 mM 

EDTA). After migration, DNA was visualized by ethidium bromide staining. 

For gel shift assays with smaller DNA fragments, pairs of complementary oligonucleotides (66-

mers or 80-mers, Table S1) were annealed by boiling for 5 min in a water bath and slow 

cooling of the bath to RT. The DNA fragments (1.25 pmol) were incubated with 2.3 pmol of 

HicB3-6His (corresponding to 150 ng) in a 20 µl final volume of gel shift buffer. Samples were 

run in a 7% acrylamide-TBE gel. 
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RNase activity assay.  An 11-kb RNA transcript containing part of the hepatitis C virus 

subgenomic replicon (29) was used as a substrate. In a 10 µl final volume of DNase I buffer 

(Ambion), 0.4 pmol of this RNA were incubated for 30 min at 37°C with 50 pmol of HicA3, 

HicA3-H28A-6His, HicA3HicB3-6His or HicB3-6His. Next, 2 µl of Gel Loading Buffer II 

(Ambion) was added to each tube and samples were run in a 1% agarose-TBE gel. The RNA 

was visualized by ethidium bromide staining. 

 

Virulence assay. Groups of 8- to 9-week-old female OF-1 mice (Charles River, France) were 

intradermally inoculated with ~10 cells of Y. pestis CO92 or its ∆hicA3B3 derivative, as 

previously described (30). Survival was monitored daily for 15 days after inoculation. 

 

Crystallization and crystal structure resolution.  All crystallizations were performed 

according to the vapor diffusion method at 293K. Crystals of selenium-labeled HicB3 (HicB3-

SeMet) were obtained from a 1:1 mixture of 13.5 mg/ml protein in 50 mM Tris pH 8, 0.3 M 

sodium chloride, 5 mM TCEP buffer and a reservoir solution of 25% polyethylene glycol 3000, 

0.1 M MES pH 6.5. 

For the HicA3B3 complex, we obtained crystals only in the presence of the subtilisin A 

protease. In this protocol, 58 µl of HicA3B3 solution (39 mg/ml in 50 mM Tris pH 8, 0.3 M 

sodium chloride, 5 mM TCEP) were mixed with 2 µl of 0.5 mg/ml subtilisin A solution. The 

mixture was immediately used in the crystallization trials. The best conditions were obtained in 

2.4 M disodium malonate solution. 

Crystals were flash-frozen in liquid nitrogen in a two-step soaking protocol by using 15% and 

30% ethylene glycol as a cryoprotectant for HicB3-SeMet and glycerol for HicA3B3. Diffraction 

data were collected at 100K on the PROXIMA 1 beamline at the SOLEIL synchrotron (Gif-sur-

Yvette, France), using a PILATUS detector. The images were integrated with the XDS 

program and processed using the Collaborative Computational Project Number 4 (CCP4) suite 

of programs (31). The initial models were completed and adjusted with the COOT program 

and then refined using the REFMAC, PHENIX and BUSTER programs. 

The positions of the selenium atoms were determined using the automated procedure 

implemented in the SHELXD program at an optimal resolution of 4.4 Å and refined using 

PHASER. Non-crystallographic symmetry and density modification were performed using 

PARROT. Automatic model building was performed using BUCCANEER. SHELXD, PARROT, 

PHASER and BUCCANEER were all implemented in the CCP4 suite. 

The structure of the HicA3B3 complex was solved by applying the molecular replacement 

method with PHASER. Both the Nt domain of the HicB3 structure (83 aa, our work) and the 

TTHA1913 structure (PDB code: 1WHZ) were used as search models. The experimental map 

was improved by solvent modification using the DM program. The resulting map was of very 

good quality and ARP/wARP automatically built most of the protein model (291 of the 298 
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residues). The crystal structure at a resolution of 2.12 Å was refined to R  and Rfree 

crystallographic factors of 18 and 21.8%, respectively (for the statistics, see Table S2). The 

refined structure consists of residues 1 to 85 for chains A and C (HicB3-Nt), and residues 1 to 

66 for chains B and D (HicA3). 

 

Protein Data Bank (PDB) accession codes : 4P7D for HicB3 and 4P78 for HicA3HicB3. 

 

 

RESULTS 

HicA3-HicB3 is a new TAS in Y. pestis. We previously reported that Y. pestis lacking 

ypo3369 is virulence-attenuated (3). ypo3369 is referred to as hicB3 by another research 

group, since its 135 aa product presents homology with the HicB antitoxin in the Escherichia 

coli HicA-HicB TAS (5). We hypothesized that the loss of virulence of the ypo3369 mutant 

resulted from a growth defect caused by the absence of toxin neutralization. In silico analysis 

revealed an open reading frame upstream of hicB3, it putatively encoded a 66 aa protein 

sharing 26% and 44% identity with the E. coli HicA and Y. pestis HicA1 toxins, respectively 

(Fig. S1). We called this gene hicA3. To establish whether or not the HicA3-HicB3 system was 

a bona fide TAS, we monitored the growth of E. coli MG1655 containing two plasmids: one 

harbored hicA3 under the control of the arabinose-inducible promoter Para, and the other 

harbored hicB3 under the control of the IPTG-inducible promoter Plac (Fig. 1A). Addition of 

arabinose to the culture medium induced growth arrest, whereas subsequent IPTG addition 

restored bacterial growth; this result suggests that HicA3 overproduction is bacteriostatic and 

that HicB3 is able to neutralize this toxicity. In contrast, overproduction of HicA3 with HicB1 or 

HicB2 (the two other Y. pestis HicB-family antitoxins (5)) was bacteriostatic (Fig. 1B). Thus, 

neither protein is able to neutralize HicA3. 

We next evaluated the toxicity of HicA3 in Y. pestis. The KIM6+ strain transformed with the 

Para-hicA3 plasmid was grown in LB medium; upon addition of arabinose, hicA3 induction 

triggered bacteriostasis (Fig. 1C). We also constructed KIM6+ ∆hicB3 and ∆hicA3B3 mutants 

and compared their respective growth rates. In the absence of hicB3, the presence of hicA3 

conferred a slow growth phenotype that was complemented by a hicB3-bearing plasmid (Fig. 

1D). In contrast, the deletion of both hicA3 and hicB3 did not affect Y. pestis' growth rate - 

confirming that the toxic effect required HicA3 and that HicB3 was an antitoxin (Fig. 1D). 

Taken as a whole our data indicate that hicA3 and hicB3 together constitute a new two-

component type II TAS. 

 

hicA3B3 is an operon and is repressed by HicB3 . A 174 bp intergenic region separates 

hicA3 and hicB3 on the CO92 chromosome (Fig. 2A), suggesting that hicB3 could be 

transcribed independently of hicA3. DNA fragments containing the putative hicA3 promoter 

(PhicA3) or encompassing part or whole of the intergenic region were cloned and 
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transcriptionally fused to the lacZ reporter gene (Fig. 2A). A high level of β−galactosidase 

activity on an Xgal plate was detected only for E. coli expressing lacZ under the control of 

PhicA3 (Fig. 2B). This observation suggested that (i) a promoter is present upstream of hicA3 

and (ii) there is no constitutive promoter in the intergenic region. 

Toxin-antitoxin operon promoters are usually repressed by the antitoxin or the TA complex 

(15). To establish whether HicB3 could repress PhicA3, the PhicA3-lacZ reporter fusion was 

introduced into the chromosome of Y. pestis ∆lacZ strains lacking or not lacking hicA3B3 (Fig. 

3A). On Xgal plates, the parental strain bearing PhicA3-lacZ was LacZ-, whereas the 

∆hicA3B3 mutant carrying the same reporter fusion was LacZ+ (Fig. 3A). When a plasmid 

bearing a wild-type copy of hicB3 or carrying the hicA3B3 operon was introduced into the 

∆hicA3B3 PhicA3-lacZ strain, the LacZ- phenotype was restored (Fig. 3A). These observations 

suggested that PhicA3 is repressed by HicB3. 

To evaluate hicB3 expression and regulation in Y. pestis, we introduced the hicB3-lacZ 

transcriptional fusion into the chromosome of ∆lacZ strains lacking or not lacking hicB3 (Fig. 

3B). Although both the parental and ∆hicB3 strains expressed hicB3-lacZ, the fusion's 

expression level was higher in the ∆hicB3 background, which agreed with the observed 

derepression of PhicA3 in the absence of HicB3. When the reporter strains were transformed 

with a hicB3-bearing plasmid, the chromosomal hicB3-lacZ fusion was fully repressed in both 

strains (Fig. 3B). This observation indicated that either (i) hicB3 is mainly transcribed from the 

PhicA3 promoter or (ii) any alternative hicB3 promoters are also repressed by HicB3. In order 

to distinguish between these two possibilities, we deleted 88 bp within the PhicA3 promoter 

region upstream of the hicB3-lacZ fusion on the chromosome of the HicB3+/HicB3- isogenic 

strains (Fig. 3B). Expression of hicB3-lacZ was not detected in the absence of the PhicA3 

promoter - even in the strain lacking the HicB3 repressor (Fig. 3B). Overall, these data indicate 

that hicB3 is mainly transcribed from PhicA3 and that the activity of the hicB3-lacZ fusion 

detected in the HicB3+ strain resulted from transcriptional read-through from PhicA3. 

We then used 5' rapid amplification of cDNA ends (RACE) to identify the transcription start 

sites (TSSs) for the hicA3 and hicB3 genes. Total RNA purified from the reporter strains 

∆hicA3B3 PhicA3-lacZ (in which PhicA3 is fully active) and hicB3-lacZ was used to localize the 

TSSs of hicA3 and hicB3, respectively. For hicA3, a single TSS was identified 23 bp upstream 

of the HicA3 initiation codon (Fig. S2A), from which we deduced the -10 (TATGAT) and -35 

(TTGACT) boxes of the PhicA3 promoter (Fig. 4A). For hicB3, the longest mRNA was initiated 

at the hicA3 TSS - confirming that hicA3 and hicB3 form an operon. Several smaller mRNAs 

initiating between positions +144 and +365 relative to the hicA3 TSS were also detected (Fig. 

S2B). In contrast to the longest mRNA, most of these mRNAs were unaffected by the TAP 

treatment, suggesting they were monophosphorylated and therefore were not primary 

transcripts. In silico analysis of the +144 to +365 region did not reveal any other promoter 
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candidates, overall the data suggest that these mRNAs are truncated forms of hicA3B3 

mRNA. 

 

HicB3 binds a dyad symmetry DNA motif . We performed gel shift experiments to establish 

whether HicB3 and/or the HicA3HicB3 complex bind to the PhicA3 region in vitro. Purified 

HicB3-6His protein or HicA3HicB3-6His complex were incubated with a 365-bp PCR product 

bearing PhicA3 or with a control DNA fragment taken from outside the hicA3B3 region (Fig. 

4B). HicB3-6His and the HicA3HicB3-6His complex were both able to bind the DNA fragment 

encompassing PhicA3 but not the control fragment. 

Sequence analysis of the PhicA3 region revealed the presence of two 15-bp inverted repeats, 

corresponding to the dyad symmetry consensus T(G/A)GGT(A/G)TNA(C/T)ACC(T/C)A (Fig. 

4A). We named these palindromes BS1 (bases -57 to -42, relative to the hicA3 TSS) and BS2 

(bases -17 to -2) and tested their ability to bind purified HicB3-6His in vitro. We used four 

different DNA fragments containing the -62 to +5 region and bearing either intact BS1 and BS2 

sequences or base substitutions in BS1 (MU1-BS2 fragment), in BS2 (BS1-MU2 fragment) or 

in both (MU1-MU2' fragment) in gel shift assays. The substitutions were chosen so as to affect 

neither the -35 and -10 boxes of PhicA3 nor the TSS (Fig. S3). HicB3-6His binding was 

observed with the DNA fragments bearing either BS1 or BS2 but not when both sites were 

mutated (Fig. 4C). In the MU1-MU2' fragment, substitutions in MU2' affected only the second 

half of the consensus - showing that dyad symmetry of the sequence is required for HicB3 

binding in vitro. 

To evaluate the role of the HicB3 binding sites in the regulation of PhicA3 in vivo, the BS1-

BS2, MU1-BS2, BS1-MU2, and MU1-MU2' DNA fragments were cloned upstream of the lacZ 

reporter gene. The four reporter plasmids conferred a LacZ+ phenotype on E. coli on Xgal 

plates, which indicated that each insert contained an active promoter (Fig. 4D). When a 

second compatible plasmid bearing the hicB3 gene was introduced into these four strains, the 

WT BS1-BS2 and mutated MU1-BS2 promoters were fully repressed (giving a LacZ- 

phenotype), in contrast the mutated BS1-MU2 promoter remained active but at a lower level 

(LacZ+/- phenotype), while the mutated MU1-MU2' promoter remained fully active (LacZ+ 

phenotype) (Fig. 4D). These in vivo data show that although HicB3 is able to bind both the 

BS1 and BS2 sites, the main operator of PhicA3 is BS2 which overlaps with the -10 box. 

 

HicA3 is an RNase . We sought to purify HicA3 and thus study its activity. We were initially 

unable to overproduce HicA3-6His alone (because of its high toxicity in E. coli) or to purify 

HicA3 after denaturation of the HicA3HicB3 complex (presumably because of its very high 

affinity for HicB3). We serendipitously found a "water shock" and renaturation procedure 

(described in the Material and Methods section) that enabled us to purify HicA3. As the E. coli 

HicA toxin had been shown to degrade mRNA (21), we tested HicA3's RNase activity on an in 

vitro-transcribed viral mRNA substrate. This mRNA was hydrolyzed by HicA3 but not by 
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HicB3-6His or the HicA3HicB3-6His complex (Fig. 5). Although the HicA3HicB3-6His complex 

lacks RNase activity, it is able to bind RNA as indicated by the observed RNA shift. HicA3 was 

also able to degrade two other in vitro-transcribed mRNAs (data not shown), suggesting that it 

can target various mRNAs in vivo. 

We hypothesized that the HicA3's histidine 28 (His28) residue is involved in RNase activity 

because it is conserved in the E. coli HicA and Y. pestis HicA1 toxins (Fig. S1). Indeed, when 

we replaced His28 by alanine (H28A) via site-directed mutagenesis, the resulting HicA3-H28A-

6His overproduction was not toxic to E. coli (data not shown). Furthermore, the purified protein 

was inactive in vitro but was able to aggregate mRNA as indicated by the stacking of the 

substrate in the well (Fig. 5). 

 

HicA3B3 is not required for virulence in a bubonic plague model . Taken as a whole, our 

data show that HicB3 is the antitoxin for the HicA3 toxin and also a transcriptional repressor. 

Thus, the attenuated virulence of the ∆hicB3 mutant described in our previous work (3) could 

result from either (i) the mutant's inability to grow efficiently in vivo when HicA3 is not 

neutralized or (ii) HicB3's regulation of virulence genes in addition to its role as an antitoxin. To 

distinguish between these hypotheses, we deleted the whole hicA3B3 operon from the CO92 

chromosome. In contrast to the ∆hicB3 attenuated mutant, the ∆hicA3B3 mutant was fully 

virulent in the murine model of bubonic plague (Fig. 6). Thus, HicB3 is not required for 

virulence in the absence of the HicA3 toxin. 

 

The HicB3 antitoxin is a tetramer.  We solved the X-ray crystal structure of HicB3 at a 

resolution of 2.12 Å (Table S2). HicB3 forms a tetramer, the symmetry of which can best be 

described as a dimer of dimers. The HicB3 monomer consists of two domains connected by a 

linker (residues 85 to 92) containing a short helical α4 stretch (Fig. 7A). The N-terminal (Nt) 

domain adopts an antiparallel β1β2β3α1α2α3β4 fold. The long α1-helix lies in the cradle 

formed by the bend in the β-sheet, while the two short α2 and α3 helices flank the other face 

of the β-sheet. The C-terminal (Ct) β5α5α6 domain (residues 93 to 135) forms a ribbon-helix-

helix (RHH) motif. HicB3 dimerizes through this domain (Fig. 7A); the β5 strands from two 

RHH motifs form a central antiparallel β-sheet and the pairs of helices form a helical bundle. In 

one subunit, the α5 helix of the RHH motif packs against the α1 helix of the Nt domain of the 

opposite subunit. In the other subunit, the α5 helix interacts with the linker situated between 

the α1 and α2 helices. The two dimers bind through their Nt domains to form a ring-type 

tetramer (Fig. 7B and 7C). This interface is stabilized by the packing of hydrophobic patches 

(Ile2, Ile78, and Phe81 from one subunit, and Phe31, Ile34, Tyr66, Ile67, Ile78 and Leu79 from 

the other). 

We used size-exclusion chromatography coupled to multi-angle laser light scattering (SEC-

MALS) measurements to analyze HicB3. The monodisperse sample in SEC corresponds to a 
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molecular mass of 63.4 kDa, i.e. close to the value of 65.2 kDa expected for a tetramer (Fig. 

S4A). These observations were confirmed by analytical ultracentrifugation measurements 

showing that 95% of the HicB3 species in solution form a globular homotetramer (Fig. S4C). 

 

The HicA3HicB3 complex primarily forms a heterohexa mer . We were able to obtain 

crystals for the HicA3HicB3 complex only when subtilisin A was added during the 

crystallization process. We collected a complete diffraction dataset at a resolution of 2.12 Å 

(Table S2). The protease had cleaved off the Ct domain of HicB3 because no electron density 

was present beyond residue 85. The asymmetric crystal unit obtained under these conditions 

contains two copies of HicA3 and two copies of the Nt domain of HicB3 (HicB3-Nt), which thus 

form a heterotetramer (hereafter referred to as HicA3HicB3-Nt). HicB3-Nt has the same 

structure in the complex and in the unbound HicB3 protein (root mean square deviation for 85 

superposed residues: 1.4 Å). The HicA3HicB3-Nt complex is elongated, with a HicA3 subunit 

binding to each end of the HicB3-Nt dimer interface (Fig. 7D). HicA3 adopts an 

α1β1β2β3α2 fold characteristic of a double-stranded RNA (dsRNA)-binding domain. The HicA3 

α2 helix packs against the β-sheet of HicB3. The β-sheets of HicA3 and HicB3 juxtapose in the 

complex but do not form a continuous β-sheet. The α1 helix of HicB3 covers one face of the 

HicA3 β-sheet. The interface is stabilized both by hydrophobic and polar interactions (10 

hydrogen bonds and 5 salt bridges). The His28 residue required for HicA3 RNase activity is 

situated at the Nt end of the β2 strand and is completely buried at the interface with HicB3, 

suggesting that HicB3 neutralizes HicA3 by blocking its active site. Overall, 28% of the HicA3's 

available surface area is masked by complex formation. 

When using SEC-MALS to determine the stoichiometry of the HicA3HicB3 complex (in the 

absence of subtilisin processing), we measured a molecular mass of about 78.6 kDa close to 

the 79.8 kDa value calculated for a hexamer of two HicA3 units and four HicB3 units (Fig. 

S4B). The analytical ultracentrifugation data are compatible with the presence of 90% of the 

molecules in solution as a 2:4 heterohexamer (Fig. S4D). Interestingly, the superposition of the 

structures of the HicA3HicB3-Nt heterotetramer and the HicB3 homotetramer revealed a steric 

clash between the end of the β-sheet of the two HicA3 subunits and the end of the last α helix 

(α6) in HicB3 subunits 2 and 4 (Fig. 8A). This observed steric hindrance is thus consistent with 

the formation of a heterohexamer composed of two subunits of HicA3 bound to opposing 

subunits of a HicB3 tetramer (Fig. 8B). 

 

 

DISCUSSION  

We have identified HicA3 and characterized HicA3B3, a novel, functional type II TAS in Y. 

pestis. HicA3 is a 66-aa monomeric RNase. The HicB3 antitoxin has two functions: it 

neutralizes HicA3 through direct binding and represses hicA3B3 transcription. Type II two-
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component TASs are highly modular and can be classified into 11 families as a function of their 

structure or mode of action (for a recent review, see (32)). The X-ray structures of TA 

complexes have been solved for seven families. The present report is the first for a HicAB 

family complex. In the various TASs, some toxins are monomeric and others are homodimeric  

(33–36). Antitoxins are thought to be dimeric and bind DNA via an N- or C-terminal 

dimerization domain folding as an RHH-, helix-turn-helix- (HTH), PhD-like-, or AbrB-like 

domain (37). The antitoxin dimer binds one, two or four toxin monomers (33, 36, 38). HicB3 

assembles as a dimer of dimers. Each tetramer possesses two RHH DNA-binding folds and is 

able to receive two HicA3 molecules. The HicA3B3 complex is therefore the first example of a 

tetrameric antitoxin that binds two toxin monomers. In the HicA3HicB3 complex, the HicB3 Nt 

domain binds to one side of the toxin and significantly occludes the catalytic His28. We also 

showed that both the HicB3 tetramer and the HicA3B3 complex bind to 15-bp operators 

flanking PhicA3 in vitro and repress PhicA3 in vivo. As observed for other RHH transcription 

regulators (39, 40), DNA binding is probably mediated via insertion of the two HicB3 RHH 

domains into the major groove of the DNA double helix, with each ribbon interacting with one 

TRGGTRT half-site. In silico analysis (http://www.rsat.eu, (41)) did not reveal any other 

occurrences of the operator sequence in the Y. pestis CO92 genome - suggesting that 

hicA3B3 is the only operon regulated by HicB3. 

In canonical, well-studied TASs such as RelBE and Phd-Doc, interaction with DNA primarily 

consists of antitoxin binding to operator sequences. The toxin acts as either a co- repressor or 

a de-repressor, depending on the toxin:antitoxin ratio (42). At low toxin concentrations, toxin 

binding enhances the antitoxin's affinity for the operator. At high toxin concentrations, affinity 

for the operator decreases. This "conditional cooperativity" mechanism relies on allosteric 

modification of the antitoxin upon toxin binding (43, 44). In contrast to canonical type II TASs, 

the dimeric E. coli MqsA antitoxin (part of the HTH repressor family) does not exhibit 

conditional cooperativity (45). MqsA is fully folded and binds DNA alone. The MqsR toxin is not 

a co-repressor, since the MqsRA complex is unable to bind DNA. However, the toxin 

destabilizes the MqsA-DNA repression complex via allosteric modification (45). Our data 

suggest that HicA3 may not have a co-repressor function, since (i) the HicB3 tetramer is 

already fully folded in the absence of HicA3, and (ii) HicB3 and the HicA3B3 complex bind 

DNA in vitro to the same extent. However, we observed that PhicA3 repression can be 

alleviated by overexpression of the non-toxic HicA3-H28A protein in vivo (data not shown). 

This finding suggests that excess HicA3 destabilizes the ternary HicA3-HicB3-operator 

complex and titrates out the HicB3 repressor. Further research will be required to establish 

whether HicA3 is solely a de-repressor (like MqsA (45)) or both a co-repressor and a de-

repressor.  

X-ray crystallography revealed that HicA3 has a dsRNA-binding fold, which suggests that the 

toxin can cleave mRNA in the vicinity of double-stranded regions. This fits with the observation 

that E. coli HicA degrades both mRNA and transfer-messenger RNA (tmRNA) (21). Targeted 
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mutagenesis of HicA3 highlighted His28 as being required for RNase activity. While this 

manuscript was in preparation, Butt et al. reported the solution structure of the Burkholderia 

pseudomallei HicA toxin (BpsHicA) and showed that BpsHicA requires Gly22 and His24 for 

RNase activity (46). These residues correspond to Gly26 and His28 in HicA3. BpsHicA and 

HicA3 share the same folding structure.  

The fact that we were able to construct a Y. pestis ∆hicB3 mutant indicates that the expression 

of chromosomal hicA3 in the absence of the HicB3 antitoxin is not lethal; the mutant grows 

slowly but it does grow. This observation suggests that the amount of HicA3 RNase produced 

from hicA3 mRNA is not highly toxic to Y. pestis. Hence, either (i) the cleavage rate of HicA3 is 

too slow to produce bacteriostasis, (ii) HicA3 is produced in very low quantities (even though 

PhicA3 is derepressed) or (iii) HicA3 targets are not essential for growth. These hypotheses 

will be evaluated in future studies. A comparative analysis of the cleavage rate of the HicA3, 

HicA1, EcHicA, BpsHicA RNases and mutant HicA3 proteins may help to characterize the 

catalytic mechanism of these RNases. 

A few TASs were shown to be involved in virulence in Salmonella enterica (47), Haemophilus 

influenzae (48) and Mycobacterium tuberculosis (49). We previously suggested that hicB3 

may be involved in plague pathogenesis (3). Our present results show that a Y. pestis 

∆hicA3B3 mutant is fully virulent; hence, the loss of virulence of the ∆hicB3 mutant is due to 

inefficient in vivo growth caused by the activity of free HicA3 RNase, and not to the lack of 

HicB3 as a regulator. Y. pestis encodes three other active type II TASs and seven putative 

ones (5) that could compensate for the loss of HicA3B3. The other complete HicAB system 

(HicA1B1) was a possible candidate for this role. However, we found that a ∆hicA1B1 

∆hicA3B3 double mutant was fully virulent in the murine plague model (unpublished data). It is 

worth noting that in other species, deletion of between three and five TA operons was required 

before a change in phenotype could be observed (50, 51). Although our data indicate that 

HicA3B3 is not important for Y. pestis virulence in the rodent, one cannot rule out the 

possibility that the system is required in other environments (e.g. in the flea or for survival in 

the soil). The B. pseudomallei HicAB sytem was recently shown to play a role in persister cell 

formation following exposure to ciprofloxacin (46). Future experiments should evaluate the role 

of the HicA1B1 and HicA3B3 systems in Y. pestis persistence. 
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 Strains or 
plasmids Relevant property Source or 

reference  
E. coli   
BL21 (DE3) lon ompT, used for protein production (52) 
CC118 λpir ∆lacX74 recA1, used for construction of reporter plasmids bearing pir-dependant R6K replication origin (53) 
DH5α recA1 endA1 ∆(argF-lac)U169  φ80dlacZ∆M15, used for cloning  (54) 
MG1655 K-12 WT strain (55) 
S17-1 λpir Donor strain in conjugation (56) 
   
Y. pestis   
CO92 Virulent strain (57) 
CO92 ∆hicA3B3::Tp hicA3B3 deleted and exchanged with the FRT-TpR-FRT cassette from pEP1087  This work 
KIM6+ Lacks the pYV (also called pCD) virulence plasmid, attenuated strain (22) 
YPEP430 KIM6+ ∆lacZ This work 
YSBT26 KIM6+ ∆hicB3::Tp, TpR This work 
YSBT34 KIM6+ ∆hicA3B3::Tp, TpR This work 
YSBT54 KIM6+ ∆lacZ  ∆hicB3::Tp, derived from YPEP430, TpR This work 
YSBT55 KIM6+ ∆lacZ ∆hicA3B3::Tp, derived from YPEP430, TpR This work 
YSBT59 KIM6+ ∆lacZ  PhicA3::lacZ, chromosomal insertion of pSBT30 into YPEP430, KmR This work 
YSBT61 KIM6+ ∆lacZ  PhicA3::lacZ ∆hicA3B3::Tp, chromosomal insertion of pSBT30 into YSBT55, KmR TpR This work 
YSBT62 KIM6+ ∆lacZ hicB3::lacZ, chromosomal insertion of pSBT36 into YPEP430, KmR This work 
YSBT151 KIM6+ ∆lacZ hicB3::lacZ, chromosomal insertion of pSBT172 into YPEP430, KmR This work 
YSBT152 KIM6+ ∆lacZ hicB3::lacZ  ∆hicB3::Tp, chromosomal insertion of pSBT172 into YSBT54, KmR TpR This work 
YSBT157 KIM6+ ∆lacZ hicB3::lacZ  ∆hicB3-FRT, derived from YSBT152 by deletion of the TpR cassette, KmR  This work 
YSBT170 KIM6+ ∆lacZ ∆PhicA3::Tp-term  hicB3::lacZ, TpR cassette with transcription terminator, KmR This work 
YSBT172 KIM6+ ∆lacZ ∆PhicA3::Tp-term  hicB3::lacZ  ∆hicB3-FRT, TpR cassette with transcription terminator, KmR This work 
YSBT173 KIM6+ ∆lacZ ∆PhicA3-FRT hicB3::lacZ derived from YSB170 by deletion of the TpR cassette, KmR This work 
YSBT175 KIM6+ ∆lacZ ∆PhicA3-FRT hicB3::lacZ  ∆hicB3-FRT, derived from YSBT172 by deletion of the TpR cassette, KmR This work 
   
Plasmids   
pAK-Not Expression vector, Plac promoter, ori colE1, CmR (58) 
pAKK-Not pSBT41-derivative deleted of the NotI fragment bearing hicB3, Plac promoter, KmR This work 
pBAD30 Expression vector, Para promoter, ori p15A, ApR (59) 
pCRII Cloning vector, Plac promoter, ApR KmR  Invitrogen 
pEP1013 Red recombinase vector, pKD46-derivative bearing sacB, ApR (3) 
pEP1087 Template for the FRT-TpR-FRT cassette amplification, ori R6K, ApR TpR (3) 
pEP1164 pCRII bearing the hicA3 promoter region (208 bp insert) This work 
pEP1165 pCRII bearing hicA3-hicB3 cloned opposite Plac (939 bp insert) This work 
pEP1216 Template for the TpR-terminator cassette amplification, ori R6K, ApR TpR This work 
pEP1319 pEP1320 bearing hicB3 cotranscribed with dfrB, oriR6K, TpR This work 
pEP1320 Cloning vector bearing dfrB, oriR6K, TpR This work 
pEP1336 lacZ reporter plasmid bearing mutated PhicA3 MU1-BS2 DNA fragment, ApR This work 
pEP1339 lacZ reporter plasmid bearing WT PhicA3 BS1-BS2 DNA fragment, ApR This work 
pEP1350 lacZ reporter plasmid bearing  mutated PhicA3 BS1-MU2 DNA fragment,  ApR This work 
pEP1352 lacZ reporter plasmid bearing mutated PhicA3 MU1-MU2' DNA fragment, ApR This work 
pET24a+ C-terminal 6-Histidine tag expression vector, T7 promoter, KmR Novagen 
pFLP2 FLP recombinase expression vector, ApR (24) 
pSBT7 pCRII bearing hicB3 under Plac (151 bp upstream from the hicB3 start and 39 bp downstream from the hicB3 stop) This work 
pSBT10 pBAD30 bearing hicA3 and its SD sequence as an EcoRI-SalI insert This work 
pSBT13 pCRII bearing hicB3 flanked by with NotI sites This work 
pSBT18 pAK-Not bearing hicB3 under Plac,  pSBT13 NotI fragment insertion, CmR This work 
pSBT30 pVIK112 bearing an EcoRI fragment from pEP1164, PhicA3-lacZ fusion, KmR This work 
pSBT36 pVIK112 bearing an EcoRI-EcoRV fragment from pSBT7 cloned into EcoRI and SmaI  This work 
pSBT41 pSBT18 derivative in which the CmR cassette is replaced by the KmR cassette from pUC4K  This work 
pSBT71 pET24a+ bearing hicA3B3 as an NdeI-XhoI insert to produce HicA3 and HicB3-6His This work 
pSBT73 pCRII bearing hicB3 with NdeI and XhoI flanking sites This work 
pSBT74 pET24a+ bearing hicB3 cloned as an NdeI-XhoI fragment from pSBT73, to produce HicB3-6His This work 
pSBT113 pCRII bearing hicA3-H28A with NdeI and XhoI flanking sites  This work 
pSBT116 pET24a+ bearing the hicA3-H28A NdeI-XhoI fragment from pSBT113, to produce HicA3-H28A-6His This work 
pSBT172 pVIK112 bearing the hicA3-hicB3 intergenic region (253 bp upstream and 99 bp downstream from the hicB3 ATG)  This work 
pSBT174 pCRII bearing the 5' end of hicB3 (codons 1 to 93) with flanking NotI sites  This work 
pSBT230 pCRII bearing hicA3-H28A with flanking EcoRI and SalI sites This work 
pSBT231 pCRII bearing hicB1 with flanking NotI and SalI sites This work 
pSBT232 pCRII bearing hicB2 with flanking NotI and SalI sites This work 
pSBT237 pBAD30 bearing the hicA3-H28A EcoRI-SalI fragment of pSBT230 cloned under Para   This work 
pSBT238 pAKK-Not bearing the hicB1 NotI-SalI fragment of pSBT231 cloned under Plac This work 
pSBT239 pAKK-Not bearing the hicB2 NotI-SalI fragment of pSBT232 cloned under Plac This work 
pUC4K Source of KmR cassette, ApR KmR Amersham 
pVIK112 ori R6K suicide vector bearing the promoterless lacZ reporter gene, KmR (60) 
Ap, ampicillin; Km, kanamycin; Tp, trimethoprim; Cm, chloramphenicol  
Plac, lactose operon promoter; Para, arabinose operon promoter  

 

Table 1.  Strains and plasmids 
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Fig. 1.  Growth curves in LB broth. (A) E. coli MG1655 bearing both pSBT10 (Para-hicA3) and 

pSBT41 (Plac-hicB3) was grown in three flasks in parallel. Arrows indicate the addition of 

inducers: addition of 0.5 mM arabinose (Ara) to two cultures (black and white circles) or 1 mM 

IPTG to one culture (black circles). Gray circles correspond to growth in the absence of 

inducer. (B) E. coli DH5α bearing pSBT10 (Para-hicA3) and either pSBT41 (Plac-hicB3), 

pSBT238 (Plac-hicB1), pSBT239 (Plac-hicB2) or pAKK (empty plasmid). Inducers were added 

to each of the four cultures. (C) Y. pestis KIM6+ bearing pBAD30 (empty plasmid) or pSBT10 

(Para-hicA3). After 180 min, 1 mM Ara was added to both cultures. (D) Y. pestis KIM6+ and 

∆hicB3 mutants. Plasmid pSBT7 (pHicB3) bears the hicB3 gene. The curves are 

representative of at least three independent experiments. 
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Fig. 2.  (A) Genomic organization of the Y. pestis CO92 hicA3-hicB3 locus. This organization is 

strictly conserved for the KIM6+ chromosome. The DNA fragments cloned into pVIK112 to 

yield PhicA3-lacZ and hicB3-lacZ reporter fusions are depicted here: the pSBT30 insert 

encompasses the sequence extending 117 bp upstream and 90 bp downstream of the hicA3 

start codon, while the pSBT36 and pSBT172 inserts encompass the sequence extending 151 

or 253 bp upstream of the hicB3 start codon, and 99 bp downstream. (B) LacZ phenotype of E. 

coli CC118 λpir bearing pVIK112 (empty plasmid), pSBT30, pSBT36 or pSBT172 on Xgal 

plates. Transformants were patched onto LB-Km-Xgal plates and incubated at 37°C for 24 h. 

The intensity of the blue color reflects the β−galactosidase activity level. 
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Fig. 3.  Schematic representation of the hicA3B3 region in the different Y. pestis KIM6+ ∆lacZ 

reporter strains and the associated LacZ phenotypes on Xgal plates. P indicates the hicA3 

promoter. Strains were patched onto LB-Km-Xgal plates and incubated at 28°C for 48 h. (A) 

hicA3'-lacZ fusions generated by chromosomal integration of pSBT30. YSBT61 transformed 

with pSBT7 (indicated as pHicB3) or pEP1165 (indicated as pHicA3B3) turned LacZ-, while the 

pCRII (empty plasmid) transformant remained LacZ+. (B) hicB3'-lacZ fusions generated by 

chromosomal integration of pSBT172. YSBT151 is Lac+/-, whereas YSBT157 is Lac+. 

YSBT151 and YSBT157 were also transformed with the above-mentioned plasmids: pHicB3 

and pHicA3B3 generate full repression on both strains (LacZ- phenotype), while the empty 

plasmid does not. Derivatives of YSBT151 and YSB157 bearing an 88-bp deletion around 

PhicA3 (∆P) do not present any β−galactosidase activity. 
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Fig. 4.  (A) Nucleotide sequence of the hicA3 upstream region. The -10 and -35 promoter 

sequences, the ribosome binding site (SD) and the HicA3 initiation codon (ATG) are 

underlined. The BS1 and BS2 palindromic sequences are depicted as converging arrows. 

Block letters in bold correspond to bases conserved in the repeat. The TSS (+1) is indicated 

by an arrow. (B) Gel shift assay of DNA fragments bearing PhicA3 (365 bp) or part of ymt 

(control sequence, 517 bp) incubated with HicB3-6His or HicA3HicB3-6His for 20 min at RT. 

(C) Gel shift assay of the DNA fragments BS1-BS2, MU1-BS2, BS1-MU2 and MU1-MU2’ (1.25 

pmol), incubated in the presence (+) or absence (-) of 2.3 pmol of HicB3-6His for 20 min at RT. 

(D) Promoter activities of the BS1-BS2, MU1-BS2, BS1-MU2 and MU1-MU2’ DNA fragments 

cloned upstream of lacZ. The four recombinant plasmids were introduced into E. coli CC118 

λpir carrying a compatible plasmid bearing the hicB3 gene (HicB3+) or an empty vector (no 

HicB3). Transformants were patched onto LB-Ap-Tp-Xgal plates. 
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Fig. 5. RNase activity of HicA3, HicA3-H28A-6His, HicA3HicB3-6His and HicB3-6His. The 

arrow indicates the stacking of the mRNA-HicA3-H28A-6His complex in the well. 
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Fig. 6.  Survival rate (%) of OF-1 mice injected intradermally with 10 CFU of Y. pestis CO92 

wild-type (black circles) or ∆hicA3B3 (white triangles). 
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Fig. 7.  Crystal structures (A) A schematic presentation of the HicB3 dimer; α helices, β 

strands, and N- and C-terminal residues for one monomer are labeled. Dimerization occurs via 

the β5 strand of the C-terminal RHH domain in each subunit. (B) Perpendicular views of the 

HicB3 tetramer; two HicB3 dimers interact via their N-terminal domains to form a tetramer. (C) 

View of two interacting N-terminal domains in the tetramer. (D) HicA3HicB3-Nt tetrameric 

complex. The two HicA3 subunits are shown in red, and the two HicB3 subunits are shown in 

pink and blue. Position 85 indicates the last residue of HicB3-Nt. 
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Fig. 8.  In silico models of the HicA3HicB3 complexes. The HicA3 subunits are shown in red 

and the four HicB3 subunits are shown in green, blue, pink and yellow. (A) The putative 

hetero-octameric complex. The steric clashes between two HicA3 subunits and the Ct 

domains of HicB3 subunits 2 and 4 are circled. (B) The proposed heterohexameric complex. 
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Primer  Use or characteristic  Sequence  
   
 Y. pestis mutants construction    
3369U  used to delete hicB3 (ypo3369)  ATGATCTACCCTATTTTCATCTTCAAAACCGTTGAAGGATTCGACGGTTAGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC  
3369D  TTAGCTGATGATTTTCTCACGGGCTAGCTCGGCCAGAAACTGGCTACGATCATATGAATATCCTCCTTAG  
3369aU  used with 3369D to delete hicA3B3  ATGGAGAGTGGCGAATTAATAAAACGCTTAGAGGATGCAGGATGGCAAATGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC  
PA3U  used to delete PhicA3  GACGATCATTATGATCGCCCTTTTCCGTGTTTTTCACGTATAAGAATTGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC  
PA3D  TCCTCTAAGCGTTTTATTAATTCGCCACTCTCCATGTGAACCCCCTGGTGCATATGAATATCCTCCTTAG  
T3F  used to check TpR exchange mutants  AAAAATGGGTCAAAGTAGCGA  
T4R  GACCGGGGGATCCACTAGTT  
Pla1  used to verify the presence of pPCP1  TCTGTCCGGGAGTGCTAATGC  
Pla2  GAGCCGGATGTCTTCTCACG  
Ymt1  used to verify the presence of pMT1  CGGAATTCGCGTTATCGCT  
Ymt2  GGAGCCATAAGCAGAAGAAC  
YopH3  used to verify the presence of pYV  ATTGGTGCAGCAAGAGAGCG  
YopH4  CCAGTGAAGCGAGTGCCTTG  
   
 Cloning   
1246RT  used to obtain pSBT172  GCCCCCAGACTGCTGACAAA  
HicA3RI2  ATATGAATTCTACCTTACCCACGTAAGGA  
3369aUC  used with 3369aR1 to obtain pEP1164  GATCGCCCTTTTCCGTGTTT  
3369aR1  3369aR1 also used for 5'-RACE  GCGTGACATGGCTACCACTA  
3369UC  used with 3369R1 to get pSBT7  TTCGAGTTGCAGGAAAGCGG  
3369R1  3369R1 also used with 3369aUC to obtain pEP1165  ACCTCAGGGCGCTAAGATCG  
HicA3RI  used  to obtain pSBT10 and pSBT230  ATATGAATTCAGGGGGTTCACATGGAGAGT  
HicA3Sal  ATATGTCGACGGTATGCAGCGTTGTTTAAC  
3369NotR  used with 3369NotF to get pSBT13  GCGGCCGCTTAGCTGATGATTTTCTCAC  
3369NotF   

GCGGCCGCATGATCTACCCTATTTTCATC  
HicB393  used with 3369NotF to get pSBT174  TTACTCGAGGGCCTTACTTTCATATTTA  
3369Nde  used with 3369Xho2 to obtain pSBT73  ATATATCATATGATCTACCCTATTTTC  
3369Xho2  3369Xho2 also used with 3369aNde to get pSBT71  ATATATCTCGAGGCTGATGATTTTCTC  
3369aNde   

ATATATCATATGGAGAGTGGCGAATTA  
3369aXho  used with 3369aNde to obtain pSBT113  ATATATCTCGAGACTCAATTTAATTCCGGC  
HicB1-NotF  used to get pSBT231  ATATATGCGGCCGCATGGCTATCTATCCCGCCTA  
HicB1-SalR  ATATATGTCGACTTACGCCAATTTCTGTAATTC  
HicB2-NotF  used to get pSBT232  ATATATGCGGCCGCATGTTCAGTTACCCCGCCAG  
HicB2-SalR  ATATATGTCGACTCAGACGATTTTCCGCACG  
HicA3H28A  for mutagenesis to yield His28Ala substitution in HicA3  GCGTGACAGCGCTACCACTA  
    

   
 5' RACE   
B6  complementary to RACE RNA adapter  GCGCGAATTCCTGTAGA  
RlacZ  for reverse transcription from lacZ  CCTGAATGGCGAATGGCG  
RACE  RNA adapter  AUAUGCGCGAAUUCCUGUAGAACGAACACUAGAAGAAA  
3369R2  hicB3 specific primer  TGCGAAAAAACAGCCGTCAA  
         
 Gel shift  assays   
BS1-BS2F  forward and reverse primers bearing BS1-BS2 from 

PhicA3  
ATTGGTGGGTATTACACCTATAACTAATTGACTCAATACTACTTGTAGGTATGATACCCACAAGTA  

BS1-BS2R  TACTTGTGGGTATCATACCTACAAGTAGTATTGAGTCAATTAGTTATAGGTGTAATACCCACCAAT  
MU1-BS2F  forward and reverse primers bearing mutations in the 

1st binding site  
ATATAGAATTCACAAACGCTGTGTTCATAACTAATTGACTCAATACTACTTGTAGGTATGATACCCACAAGTAGCATGCA  

MU1-BS2R  TGCATGCTACTTGTGGGTATCATACCTACAAGTAGTATTGAGTCAATTAATTATGAACACAGCGTTTGTGAATTCTATAT  
BS1-MU2F  forward and reverse primers bearing mutations in the 

2nd binding site  
ATATAGAATTCGTGGGTATTACACCTATAACTAATTGACTCAATACTACTTGTGAATATGATGTTTACAAGTAGCATGCA  

BS1-MU2R  TGCATGCTACTTGTAAACATCATATTCACAAGTAGTATTGAGTCAATTAGTTATAGGTGTAATACCCACGAATTCTATAT  
MU1-MU2'F  forward and reverse primers bearing mutations in both 

binding sites  
ATATAGAATTCACAAACGCTGTGTTCATAACTAATTGACTCAATACTACTTGTAGGTATGATGTTTACAAGTAGCATGCA  

MU1-MU2'R TGCATGCTACTTGTAAACATCATACCTACAAGTAGTATTGAGTCAATTAATTATGAACACAGCGTTTGTGAATTCTATAT  
   
Restriction sites are underlined   
Nucleotides from the trimethoprim resistance cassette are in bold  
 

Table S1.  Primers 

 

 



 

Table S2.  Crystallographic data

 

Crystallographic data collection 

 

 

Refinement  

 

† Values in parentheses refer to the highest resolution shell. 

§ Rmerge = ΣhΣi│Ihi - <Ih>│/ 

<Ih> is the mean intensity of reflection h. 

  

Crystallographic data-collection and refinement statistics  

Crystallographic data collection  

† Values in parentheses refer to the highest resolution shell.  

│/ ΣhΣiIhi, were Ihi is the ith observation of the reflection h, while 

<Ih> is the mean intensity of reflection h.  
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observation of the reflection h, while 



 

 

 

Fig. S1. Sequence alignment of the 

and the HicA toxins from E. coli

thermophilus TTHA1913 protein of unknown function. The conserved histidine residue is 

indicated by a red triangle. The sequences were aligned using the ClustalW and ESPript 

programs. The secondary structure was deduced from the crystal structures and is 

represented above and below the sequence alignment for TTHA1913 (PDB code: 1WHZ) and 

YpHicA3 (the present work), resp

 

  

Sequence alignment of the Y. pestis HicA3 and HicA1 toxins (YpHicA3 and YpHicA1) 

E. coli (EcHicA) and B. pseudomallei (BpsHicA)

TTHA1913 protein of unknown function. The conserved histidine residue is 

The sequences were aligned using the ClustalW and ESPript 

programs. The secondary structure was deduced from the crystal structures and is 

represented above and below the sequence alignment for TTHA1913 (PDB code: 1WHZ) and 

YpHicA3 (the present work), respectively. 
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HicA3 and HicA1 toxins (YpHicA3 and YpHicA1) 

(BpsHicA) with the Thermus 

TTHA1913 protein of unknown function. The conserved histidine residue is 

The sequences were aligned using the ClustalW and ESPript 

programs. The secondary structure was deduced from the crystal structures and is 

represented above and below the sequence alignment for TTHA1913 (PDB code: 1WHZ) and 



 

 

Fig. S2.  Identification of the TSS for

from YSBT61 (PhicA3-lacZ ∆hicA3B3

were amplified with a primer specific for the RACE adapter and a primer specific for either 

hicA3 (A) or hicB3 (B) and then separated on a 2% agarose

fragments cloned to determine the TSS

panel B correspond to initiation between positions +144 to +365 relative to the 

they are probably monophosphorylated 

transcripts as they do not respo

 

Identification of the TSS for hicA3B3. 5' RACE was applied to total RNA extracted 

hicA3B3) and YSBT62 (hicB3-lacZ). The resulting PCR products 

were amplified with a primer specific for the RACE adapter and a primer specific for either 

(B) and then separated on a 2% agarose-TBE gel. Arrows indicate the DNA 

fragments cloned to determine the TSS for hicA3B3. The smaller DNA fragments observed in 

panel B correspond to initiation between positions +144 to +365 relative to the 

they are probably monophosphorylated hicA3B3 mRNA degradation products and not primary 

transcripts as they do not respond to TAP treatment.  
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. 5' RACE was applied to total RNA extracted 

). The resulting PCR products 

were amplified with a primer specific for the RACE adapter and a primer specific for either 

TBE gel. Arrows indicate the DNA 

. The smaller DNA fragments observed in 

panel B correspond to initiation between positions +144 to +365 relative to the hicA3 TSS; 

mRNA degradation products and not primary 
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BS1-BS2  

gTgGGTaTtAcACCtAtaactaaTTGACTcaatactacttgTaGGTATGATACCcAcAagtag 

cAcCCAtAaTgTGGaTattgattAACTGAgttatgatgaacAtCCATACTATGGgTgTtcatc 

 

MU1-BS2 

acaaacgctgtgttcAtaactaaTTGACTcaatactacttgTaGGTATGATACCcAcAagtag 

tgtttgcgacacaagTattgattAACTGAgttatgatgaacAtCCATACTATGGgTgTtcatc 

 

BS1-MU2 

gTgGGTaTtAcACCtAtaactaaTTGACTcaatactacttgTgaaTATGATgtttAcAagtag 

cAcCCAtAaTgTGGaTattgattAACTGAgttatgatgaacActtATACTAcaaaTgTtcatc 

 

MU1-MU2’ 

acaaacgctgtgttcAtaactaaTTGACTcaatactacttgTaGGTATGATgtttAcAagtag 

tgtttgcgacacaagTattgattAACTGAgttatgatgaacAtCCATACTAcaaaTgTtcatc 

 

 

Fig. S3.  Double-stranded sequences of the 63-bp DNA region common to the BS1-BS2, MU1-

BS2, BS1-MU2 and MU1-MU2’ DNA fragments, which vary from 66 to 80 bp in length. BS1-

BS2 contains the native PhicA3 sequence. The -10 and -35 promoter sequences and the TSS 

are given in capital letters and underlined. Bases conserved in the consensus HicB3 binding 

site sequence are in bold capital letters.  

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig S4.  (A, B) SEC-MALS analyses of HicB3

refractive index (red lines) and log molecular mass (MM, blue lines) are plotted against the 

elution volume from a Superdex 200 size

and multimers and the observed MM of multimers are indicated. 

using a Viscotek SEC–TDA running OmniSEC software (Malvern Instruments, Malvern, UK). 

(C, D) Analytical ultracentrifugation data. Continuous sedimentation coefficient dis

HicB3-6His at 0.31 OD and the HicA3HicB3

mean proportion of each protein species are shown. Sedimentation velocity experiments were 

performed at 20°C in an XLA

equipped with an An-60Ti rotor.

 
 

 

 

 

 

MALS analyses of HicB3-6His and the HicA3HicB3

refractive index (red lines) and log molecular mass (MM, blue lines) are plotted against the 

elution volume from a Superdex 200 size-exclusion column. The predicted MMs of monomer

and multimers and the observed MM of multimers are indicated. The MM was determined 

TDA running OmniSEC software (Malvern Instruments, Malvern, UK). 

(C, D) Analytical ultracentrifugation data. Continuous sedimentation coefficient dis

6His at 0.31 OD and the HicA3HicB3-6His complex at 0.57 OD. The S

mean proportion of each protein species are shown. Sedimentation velocity experiments were 

performed at 20°C in an XLA-70 analytical ultracentrifuge (Beckman Coulter, Palo Alto, USA) 

60Ti rotor. 
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6His and the HicA3HicB3-6His complex. The 

refractive index (red lines) and log molecular mass (MM, blue lines) are plotted against the 

exclusion column. The predicted MMs of monomers 

The MM was determined 

TDA running OmniSEC software (Malvern Instruments, Malvern, UK). 

(C, D) Analytical ultracentrifugation data. Continuous sedimentation coefficient distributions of 

6His complex at 0.57 OD. The S-values and the 

mean proportion of each protein species are shown. Sedimentation velocity experiments were 

an Coulter, Palo Alto, USA) 
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I. Régulation d u promoteur

A. Un excès de HicA3

Les promoteurs de STA sont généralement régulés par coopérativité conditionnelle. 

C’est-à-dire que lorsque le ratio toxine/antitoxine est faible, la to

l’antitoxine pour le promoteur de l’opéron. En revanche, lorsque la toxine est en excès, elle 

déstabilise le complexe tripartite 

nous avons montré que le complexe Hic

en se fixant sur une séquence opératrice répétée au niveau d

Pour tester si un excès de toxine HicA3 affecte la répression du promoteur P

Y. pestis ∆lacZ portant hicA3B3

PhicA3-lacZ décrite dans l’article

toxine inactivée HicA3-H28A

(Para∷hicA3-H28A). Le plasmide vide a été introduit dans cette même souche comme 

contrôle (Para∷0). Les transformants ont été 

déposés sur gélose LB-Xgal contenant ou non 

5 mM d’arabinose et incubés à 28°C (

absence de HicA3-H28A (milieu sans Ara ou 

plasmide vide), le promoteur P

(phénotype LacZ-). En revanche, lorsque 

HicA3-H28A est surproduite (milieu Ara 5 mM), on 

observe un phénotype LacZ+ 

de HicA3-H28A provoque la dérépression du 

promoteur PhicA3. Ainsi, la toxine HicA3 en excès 

serait capable de déstabiliser le complexe HicA3

et BS2, ce qui entrainerait l’activation du promoteur P

 

B. L’activité de P hicA3

Nous avons étudié l’influence de la température de croissance sur l’activité du promoteur 

PhicA3 car au cours du cycle infectieux,

20°C dans la puce, et à 37°C dans l’hôte mammifère. Les

fusion chromosomique PhicA3

sur gélose LB-Xgal et incubée

(Fig. 39). En présence de HicA3B

(phénotype LacZ-), mais il est légèrement actif

HicA3B3, le promoteur PhicA3

Résultats complémentaires

Fig. 38. La surproduction de HicA3
entraine la dérépression du promoteur P

Résultats complémentaires  

u promoteur  PhicA3 

excès de HicA3 -H28A déréprime P hicA3 

STA sont généralement régulés par coopérativité conditionnelle. 

dire que lorsque le ratio toxine/antitoxine est faible, la toxine augmente l’affinité de 

l’antitoxine pour le promoteur de l’opéron. En revanche, lorsque la toxine est en excès, elle 

tripartite TA-opérateur, ce qui libère le promoteur. Dans notre article, 

nous avons montré que le complexe HicA3-HicB3 réprime directement le promoteur P

une séquence opératrice répétée au niveau du promoteur

Pour tester si un excès de toxine HicA3 affecte la répression du promoteur P

hicA3B3 et la fusion PhicA3-lacZ sur le chromosome (YSBT59

dans l’article) a été transformée avec un plasmide portant le gène de 

H28A sous contrôle d’un promoteur inductible par l’arabinose 

. Le plasmide vide a été introduit dans cette même souche comme 

0). Les transformants ont été 

Xgal contenant ou non  

5 mM d’arabinose et incubés à 28°C (Fig. 38). En 

H28A (milieu sans Ara ou 

plasmide vide), le promoteur PhicA3 est réprimé 

). En revanche, lorsque  

H28A est surproduite (milieu Ara 5 mM), on 

 indiquant que l’excès 

H28A provoque la dérépression du 

. Ainsi, la toxine HicA3 en excès 

serait capable de déstabiliser le complexe HicA3-HicB3-ADN et de libérer les opérateurs BS1 

’activation du promoteur PhicA3. 

hicA3 dépend de la température de croissance

Nous avons étudié l’influence de la température de croissance sur l’activité du promoteur 

car au cours du cycle infectieux, Y. pestis se multiplie à une température d’environ 

37°C dans l’hôte mammifère. Les souches Y. pestis

hicA3-lacZ et délétés ou non de l’opéron hicA3B3

incubées à 21°C, 28°C (température optimale de croissance) 

En présence de HicA3B3, le promoteur PhicA3 est réprimé à 21°C et 28°C 

il est légèrement actif à 37°C (phénotype LacZ

hicA3 est actif quelque soit la température de croissance (phénotype 
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. La surproduction de HicA3 -H28A 
entraine la dérépression du promoteur P hicA3. 

STA sont généralement régulés par coopérativité conditionnelle. 

xine augmente l’affinité de 

l’antitoxine pour le promoteur de l’opéron. En revanche, lorsque la toxine est en excès, elle 

opérateur, ce qui libère le promoteur. Dans notre article, 

HicB3 réprime directement le promoteur PhicA3 

ur (sites BS1 et BS2). 

Pour tester si un excès de toxine HicA3 affecte la répression du promoteur PhicA3, la souche 

sur le chromosome (YSBT59, Yp 

un plasmide portant le gène de la 

sous contrôle d’un promoteur inductible par l’arabinose 

. Le plasmide vide a été introduit dans cette même souche comme 

ADN et de libérer les opérateurs BS1 

de croissance  

Nous avons étudié l’influence de la température de croissance sur l’activité du promoteur 

température d’environ 

Y. pestis ∆lacZ portant la 

hicA3B3 ont été déposées 

(température optimale de croissance) ou 37°C 

est réprimé à 21°C et 28°C 

à 37°C (phénotype LacZ+/-). En absence de 

est actif quelque soit la température de croissance (phénotype 



 

LacZ+). La dérépression de P

due à un changement de conformation 

HicB3 qui deviendrait incapable de réprimer efficacement 

le promoteur à cette température

conjointement, un changement de 

rendre HicB3 plus sensible à un excès de protéase.

avons réalisé quelques expériences pour évaluer ces 

hypothèses. 

 

 

C. La surproduction de la protéase Lon dérépr

Pour Y. pestis, dont la température optimale de croissance est de 28°C, 37°C est une 

température de « stress ». La dérépression du promoteur P

l’activation de protéases de «

Pour tester cette hypothèse, nous avons 

contrôle d’un promoteur inducti

plasmide vide (Para∷0) ont été 

chromosomique PhicA3-lacZ 

transformants ont été déposés

LB-Xgal contenant ou non 5

d’arabinose et incubés à 28°C (

La surproduction de la protéase

entraine un phénotype LacZ+

la surproduction de ClpPX entraine un 

phénotype LacZ- similaire à celui de la 

souche portant le plasmide vide, 

observation suggère que la protéase Lon 

dégrade le répresseur HicB3, ce qui 

conduit à l’activation du promoteur 

PhicA3. Nous avons essayé de mettre en évidence 

Western Blot (WB). Pour cela, nous avons sur

portant hicB3 sur le chromosome 

avons révélé par immunodétection

n’avons pas détecté de diminution 

(résultat non montré). Cependant, l

méthode colorimétrique peu sensible.

utilisant cette fois-ci la détection 
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Fig. 40. La surproduction de la protéase Lon mais 
pas celle de ClpPX entraine la dérépression du 
promoteur P hicA3. 

Fig. 39. Effet de la température sur 
l’activité du promoteur P

). La dérépression de PhicA3 à 37°C pourrait être 

e à un changement de conformation du répresseur 

incapable de réprimer efficacement 

à cette température. Alternativement ou 

conjointement, un changement de conformation pourrait 

à un excès de protéase. Nous 

avons réalisé quelques expériences pour évaluer ces 

La surproduction de la protéase Lon dérépr ime PhicA3

, dont la température optimale de croissance est de 28°C, 37°C est une 

La dérépression du promoteur PhicA3 à 37°C pourrait êt

de protéases de « stress », telles que Lon ou ClpPX, qui dégraderaient HicB3

Pour tester cette hypothèse, nous avons cloné les gènes lon et clpP-clpX

contrôle d’un promoteur inductible par l’arabinose. Les plasmides recombinants obtenus 

0) ont été introduits dans la souche Y. pestis ∆lacZ

 et les gènes hicA3B3 intacts (YSBT59, Yp

déposés sur gélose 

ou non 5 mM 

à 28°C (Fig. 40). 

la protéase Lon 
+, alors que 

la surproduction de ClpPX entraine un 

similaire à celui de la 

souche portant le plasmide vide, Cette 

uggère que la protéase Lon 

HicB3, ce qui 

du promoteur 

Nous avons essayé de mettre en évidence la dégradation de HicB3 par Lon par 

(WB). Pour cela, nous avons surexprimé ou non lon à 28°C 

sur le chromosome ou portant hicB3 cloné dans un plasmide multicopie 

immunodétection la présence de HicB3 dans les quatre 

de diminution de la quantité de HicB3 lorsque Lon

Cependant, la méthode de détection que nous avons 

peu sensible. Il serait intéressant de refaire cette expérience, 

détection par chimioluminescence. De plus, nous pourrions cultiver 
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de la protéase Lon mais 
pas celle de ClpPX entraine la dérépression du 

 

. Effet de la température sur 
l’activité du promoteur P hicA3. 

hicA3 

, dont la température optimale de croissance est de 28°C, 37°C est une 

à 37°C pourrait être liée à 

, qui dégraderaient HicB3. 

clpX de Y. pestis sous le 

recombinants obtenus et le 

lacZ portant la fusion 

Yp PhicA3-lacZ). Les 

dégradation de HicB3 par Lon par 

à 28°C chez Y. pestis 

cloné dans un plasmide multicopie et nous 

quatre extraits totaux. Nous 

lorsque Lon est surproduite 

a méthode de détection que nous avons utilisée est une 

cette expérience, en 

e. De plus, nous pourrions cultiver  



 

Fig. 41. (A) Spectres DC de HicB3 à différentes températures. Un point isobé tique est observé 
à 208 nm. (B) Spectres DC de peptides modèles adopta nt une structure en hélices 
feuillets β ou en random coil
isoc hroïques sont observés
208 nm pour les structures en random coil et en feu illets 

Y. pestis à 37°C, puisque nous suspectons qu’à cette température, HicB3 est plus instable 

qu’à 28°C. 

D’autre part, nous avons également délété les gènes 

souche Y. pestis ∆lacZ portant la fusion chromosomique P

perte des protéases Lon et ClpPX 

parentale Yp PhicA3-lacZ et les mutants 

été déposés sur gélose LB-X

Lon ou ClpPX ne modifie pas l’activité du promoteur P

28°C (phénotype LacZ-) et légèrement actif à 37°C (phénotype LacZ

montrés). L’ensemble de ces résultats 

responsable de la dérépression de P

par Lon ne soit pas essentielle pour que P

de conformation de HicB3 à cette température

autre hypothèse est que d’autres protéases de 

la dérépression du promoteur.

 

D. La conformation d

Pour étudier l’effet de la température sur la 

mesuré le dichroïsme circulaire (DC) de HicB3

températures. 

 

Entre 20°C et 50°C, les spectres DC 

nm et deux minima autours de

structurée et riche en hélices 

de feuillets β. Ces résultats sont en accord avec la structure cristalline de HicB3 que nous 

avons résolue et ils montrent 
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de HicB3 à différentes températures. Un point isobé tique est observé 
à 208 nm. (B) Spectres DC de peptides modèles adopta nt une structure en hélices 

random coil (adapté de http://www.fbs.leeds.ac.uk/facilities/cd/
hroïques sont observés  : à 203 nm pour les structures en random coil et en  hélices 

208 nm pour les structures en random coil et en feu illets β. 

C, puisque nous suspectons qu’à cette température, HicB3 est plus instable 

, nous avons également délété les gènes lon ou clpPX du chromosome de la 

portant la fusion chromosomique PhicA3-lacZ afin de déterminer 

des protéases Lon et ClpPX influe sur l’activité du promoteur P

et les mutants Yp PhicA3-lacZ Lon- et Yp PhicA3

Xgal et incubés à 21°C, 28°C ou 37°C. L’absence des protéases 

modifie pas l’activité du promoteur PhicA3 : il est toujours réprimé à 21°C et 

) et légèrement actif à 37°C (phénotype LacZ

). L’ensemble de ces résultats suggère que la protéase Lon n’est pas l

responsable de la dérépression de PhicA3 à 37°C. Il est possible que la dégradation de HicB3 

par Lon ne soit pas essentielle pour que PhicA3 soit déréprimé à 37°C et que le

à cette température suffise à lever partiellement la 

est que d’autres protéases de Y. pestis dégradent HicB3 à 37°C et entrainent 

la dérépression du promoteur. 

a conformation d e HicB3 est différente à 20°C et à 37°C

Pour étudier l’effet de la température sur la conformation de l’antitoxine, nous avons 

dichroïsme circulaire (DC) de HicB3 entre 200 et 250 nm à différente

0°C, les spectres DC de HicB3 présentent un maximum d’ellipticité à 200

de 208 nm et 222 nm (Fig. 41 A), ce qui montre 

 α. Le minimum négatif supérieur à 222 nm dénonce la présence 

sont en accord avec la structure cristalline de HicB3 que nous 

 que HicB3 est une protéine complètement structurée entre 20°C 
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de HicB3 à différentes températures. Un point isobé tique est observé 
à 208 nm. (B) Spectres DC de peptides modèles adopta nt une structure en hélices α, en 

http://www.fbs.leeds.ac.uk/facilities/cd/ ). Deux points 
: à 203 nm pour les structures en random coil et en  hélices α, et à 

C, puisque nous suspectons qu’à cette température, HicB3 est plus instable 

du chromosome de la 

afin de déterminer si la 

promoteur PhicA3. La souche 

hicA3-lacZ ClpPX- ont 

bsence des protéases 

: il est toujours réprimé à 21°C et 

) et légèrement actif à 37°C (phénotype LacZ+/-) (résultats non 

suggère que la protéase Lon n’est pas l’unique 

la dégradation de HicB3 

et que le changement 

lever partiellement la répression. Une 

dégradent HicB3 à 37°C et entrainent 

est différente à 20°C et à 37°C  

de l’antitoxine, nous avons 

entre 200 et 250 nm à différentes 

ent un maximum d’ellipticité à 200 

montre qu’HicB3 est bien 

Le minimum négatif supérieur à 222 nm dénonce la présence 

sont en accord avec la structure cristalline de HicB3 que nous 

t structurée entre 20°C 



 

et 50°C. La dénaturation thermique est réversible jusqu’à 50°C

précipite et le spectre DC à 60°C 

quasiment plus que des feuillet

en feuillets β, avec un minimum d’ellipticité à environ 2

Par ailleurs, on observe qu’entre 20°C et 

ce qui signifie que la structure d’HicB3 

toutes les courbes se croisent en un point

feuillets β et les structures désorganisées (

point isobétique signifie que les changements de conformation

la température, n’affectent que 

restent intactes (Rq : dans le cas où 

hélices α et feuillets β seraient 

convertis en random coil, le point 

isobétique n’existerait pas). Lorsque l’on 

reporte les valeurs d’ellipticité à 21

en fonction de la température (entre 

20°C et 50°C), on remarque que

température de transition à laquelle se 

produisent les changements de 

conformation d’HicB3 se situe 

30°C et 35°C (Fig. 42). 

L’ensemble de ces observations suggèr

température influence la conforma

structure random coil. On retrouve d

participent à la dimérisation des monomères 

le domaine de neutralisation de la toxine, 

changement de conformation 

nos observations in vivo : la conformation de HicB3 à 37°C en ferait soit un moins bon 

répresseur, soit une meilleure cible pour des protéases.

 

II. STA et phylogénie

Des analyses in silico du chromosome de 

étude, avaient mis en évidence un total de 10 loci codant des STA putatifs et deux gènes 

d’antitoxines solitaires (Goulard et al.,

2005). Cinq des STA avaient été annotés comme membres de la famille HigBA (HigB

HigB5A5), deux comme membre

classés dans les familles MqsRA, Ph

solitaires avaient été annotées 
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Fig. 42. Graphique représentant les valeurs 
d’ellipticités mesurées à 215 nm en fonction de la 
température.  

dénaturation thermique est réversible jusqu’à 50°C. Au-delà de 50°C, 

spectre DC à 60°C (courbe rouge, Fig. 41 A) indique que la protéine

feuillets β (le spectre à 60°C ressemble à celui d’une protéine repliée 

nimum d’ellipticité à environ 215 nm, Fig. 41 B). 

rve qu’entre 20°C et 50°C, les spectres DC ne se superposent pas

ce qui signifie que la structure d’HicB3 varie lorsque la température augmente. 

se croisent en un point isobétique à 208 nm (longueur d’onde

ésorganisées (random coil) sont isochroïques

les changements de conformation, induits par l’augmentation de 

n’affectent que les feuillets β, qui sont convertis en random coil

dans le cas où 

β seraient tous deux 

, le point 

Lorsque l’on 

’ellipticité à 215 nm 

en fonction de la température (entre 

on remarque que la 

température de transition à laquelle se 

s changements de 

e situe entre 

es observations suggère que, jusqu’à 50°C, l’augmentation de l

conformation de HicB3 et certains feuillets β

On retrouve des feuillets β dans le domaine de fixation à l’ADN, où ils 

la dimérisation des monomères et à la reconnaissance de l’ADN

le domaine de neutralisation de la toxine, où ils sont responsables de la t

de conformation de HicB3 observé in vitro entre 30°C et 35°C pourrait expliquer 

: la conformation de HicB3 à 37°C en ferait soit un moins bon 

répresseur, soit une meilleure cible pour des protéases. 

et phylogénie  de Y. pestis 

du chromosome de Y. pestis CO92, antérieures à notre propre 

mis en évidence un total de 10 loci codant des STA putatifs et deux gènes 

(Goulard et al., 2010; Jorgensen et al., 2008; Pandey and Gerdes, 

. Cinq des STA avaient été annotés comme membres de la famille HigBA (HigB

A5), deux comme membres de la famille HicAB (HicA1B1 et HicA2B2) et trois autres 

familles MqsRA, Phd/Doc et RelEB (RelE1B1). Les deux antitoxines 

s HicB3 et RelB2 par Goulard et al. 
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. Graphique représentant les valeurs 
d’ellipticités mesurées à 215 nm en fonction de la 

delà de 50°C, HicB3 

e la protéine ne contient 

(le spectre à 60°C ressemble à celui d’une protéine repliée 

DC ne se superposent pas, 

lorsque la température augmente. Toutefois, 

longueur d’onde à laquelle les 

isochroïques). La présence de ce 

, induits par l’augmentation de 

random coil, les hélices α 

’augmentation de la 

β sont convertis en 

dans le domaine de fixation à l’ADN, où ils 

la reconnaissance de l’ADN, ainsi que dans 

où ils sont responsables de la tétramérisation. Le 

entre 30°C et 35°C pourrait expliquer 

: la conformation de HicB3 à 37°C en ferait soit un moins bon 

, antérieures à notre propre 

mis en évidence un total de 10 loci codant des STA putatifs et deux gènes 

2010; Jorgensen et al., 2008; Pandey and Gerdes, 

. Cinq des STA avaient été annotés comme membres de la famille HigBA (HigB1A1 à 

de la famille HicAB (HicA1B1 et HicA2B2) et trois autres 

Les deux antitoxines 
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HicB1 MAIYPAYVHVDND-GSAS---GYFPDVKGCIFAINAGEDLFAEASSALDAHFEALVSEGIEIPEAHDMP 

HicB3  MIYPIFIFKTVE-GFD----GYFPDIDGCFFAGNTFADISKNAEEAFAVHIEALMNEGFPLPSPPKDP 
HicB2 MFSYPASYTVDEASGEYHIHYRDFPELNSVTYS---LEDVELEAQEGIKNGVAAEMEERRLIPAPSALQ 
 
HicB1 YHVYRNPCDYADGGQWYNVNIDMSKYDGKVERINVTLPHRLIHQIDTIVKVRPEYASRSNFLAEAARKE 
HicB3 HRYIDDPRLKEEGGILGFVEIDPAKYESKAVKFNLTMSQNLLTAIDKFIATNRGYKNRSQFLAELAREK 
HicB2 PGDIAVHVPILVRLKAELHNAMLASDTRKADMARKLSLNAAQMDRLLDVYYASKVEALEQALYLLGFEA 
 
HicB1 LQKLA    139 
HicB3 IIS      135 
HicB2 DVTVRKIV 143 

 Fig. 43. Alignement des séquences protéiques de HicB1, Hic B2 et HicB3 . Les aa identiques sont surlignés 
en gris.  

Notre étude a permis d’identifier HicA3 comme la toxine partenaire de HicB3. En ce qui 

concerne le STA HicA2B2 proposé par Goulard et al., la protéine HicA2 (42 aa) n’est pas 

toxique (Goulard et al., 2010) et elle ne ressemble pas aux toxines HicA1 et HicA3, ni à 

aucune autre protéine connue. De plus, le gène hicA2 a été prédit en aval de hicB2, ce qui est 

inhabituel pour un opéron de STA de type HicAB. Nous avons cherché si une ORF de 62 

codons, située 8 pb en amont de hicB2, pouvait coder une toxine. Nous avons observé que sa 

surproduction n’est pas toxique pour la croissance d’E. coli (résultat non montré). En absence 

de toxine associée à HicB2, nous proposons donc que Y. pestis possède seulement deux STA 

HicAB fonctionnels : HicA1B1 et HicA3B3, et une protéine solitaire HicB2 très peu similaire 

aux antitoxines HicB1 (12% d’identité) et HicB3 (18% d’identité) (Fig. 43). 

 

Nous nous sommes intéressés à examiner la présence des gènes de STA en lien avec 

la phylogénie de Y. pestis. Y. pestis aurait émergé à partir d’une souche de  

Y. pseudotuberculosis de sérotype O:1b il y a moins de 6400 ans, ce qui est très récent du 

point de vue évolutif (Achtman et al., 1999; Skurnik et al., 2000; Sun et al., 2014). Par contre, 

la séparation entre les lignages de Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis est, elle, 

beaucoup plus lointaine, elle aurait eu lieu il y a 41 à 186 millions d’années (Achtman et al., 

1999). 

Si l’on recherche les gènes des trois modules hicAB dans les génomes de Y. pestis,  

Y. pseudotuberculosis et Y. enterocolitica, on constate que hicA3B3 et hicB2 sont présents 

dans les génomes de toutes les souches actuellement séquencées. Il est donc probable qu’ils 

ont été acquis avant la séparation des lignages de Y. enterocolitica et Y. pseudotuberculosis 

(Fig. 44). Il en va différemment pour le locus hicA1B1, conservé chez toutes les souches de  

Y. pestis, à l’exception de la souche Angola. Le génome de cette dernière porte une délétion 

de 16 kb dans la région hicA1B1. Les gènes hicA1B1 sont absents du génome de  

Y. enterocolitica et ils sont présents chez une seule souche de Y. pseudotuberculosis, 

IP31758 (de sérotype O:1b). Chez toutes les autres souches, qu’elles soient ou non de 

sérotype O:1b, la synténie de la région est conservée mais hicA1B1 est remplacé par une 

ORF putative. Mais cette ORF n’est probablement codante car la protéine déduite de cette 



 

RelB1 MAKLQYIHDEAGKPQFVVLP
RelB2 MAKLQYIHDEAGKPQFVVLP
 
RelB1 YRGFSQYEIAELLGTTQSAVSQWEAVDSRPQKKTREKLAAIYKCRAAQMIL
RelB1 YRGFSQYEIAELLGTTQSAVSQWEAVDSRPQKKTREKLAAIYKCRAAQMIL

Fig. 45. Alignement des séquences protéiques de RelB1 et R elB2. Les aa identiques sont surlignés en gris.

ORF (199 aa) n’a aucun homologue 

dans les banques de données

Nous proposons donc que les 

modules hicA1B1 et hicA3B

été acquis par transfert horizontal

des périodes éloignées : hicA3B3

d’abord émergé chez l’ancêtre 

commun de Y. pseudotuberculosis

et Y. enterocolitica, tandis que 

hicA1B1 a été acquis plus 

récemment par l’ancêtre commun 

de Y. pseudotuberculosis IP31758 

et Y. pestis (Fig. 44). Le locus 

hicA1B1 aurait ensuite été perdu par l’ancêtre de la souche 

a subi de nombreux remaniements

IP31758 est la souche de Y. pseudotuberculosis

 

En ce qui concerne les autres STA de 

que de trois aa par rapport à l’antitoxine 

Le gène chromosomique

dans le génome de Y. pestis

relE1, que nous pouvons appeler pseudogène 

de la duplication de relE1B1. 

Les loci relE1B1 (ypo0884

chromosome de Y. pestis CO92 (

toutes les autres souches de 

Y. pseudotuberculosis de sérotype O:1b

revanche, ces deux loci sont 

O:3) et Y. enterocolitica. Le gène 

chromosome de Y. pestis. L

Y. pseudotuberculosis sérotype 

Y. pestis, donnant naissance au pseudogène 
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MAKLQYIHDEAGKPQFVVLPVAEYQQLISNAKYEDIPYVADNDDDQTIPNEVVQIM
MAKLQYIHDEAGKPQFVVLPIAEYQQLISNAKYEDIPYVADHDDDQTIPNEVVQIM

YRGFSQYEIAELLGTTQSAVSQWEAVDSRPQKKTREKLAAIYKCRAAQMIL 120
YRGFSQYEIAELLGTTQSAVSQWEAVDSRPQKKTREKLAAIYKCRAAQMIL 120

. Alignement des séquences protéiques de RelB1 et R elB2. Les aa identiques sont surlignés en gris.

Fig. 44. Représentation schématique de l’apparition de 
certains STA chez les Yersinia. Les loci TA de type 
mqsRA et relEB acquis ou perdus au cours du
temps sont indiqués. Ye : Y. enterocolitica
Y. pseudotuberculosis, Yp : Y. pestis 

n’a aucun homologue 

dans les banques de données. 

les deux 

B3 ont 

ar transfert horizontal à 

hicA3B3 a 

l’ancêtre 

pseudotuberculosis 

tandis que 

s plus 

récemment par l’ancêtre commun 

IP31758 

Le locus 

aurait ensuite été perdu par l’ancêtre de la souche Y. pestis Angola, dont le génome 

de nombreux remaniements et délétions. Ces données suggèrent

Y. pseudotuberculosis la plus proche de Y. pestis

ce qui concerne les autres STA de Y. pestis, l’antitoxine solitaire 

l’antitoxine RelB1 (Goulard et al., 2010) (Fig. 

chromosomique relB2 (ypo4028), distant d’environ 1 Mb de

Y. pestis CO92, est précédé d’une copie tronquée du gène

appeler pseudogène relE2*. Le locus relE2*B2 

 

ypo0884-ypo0883) et mqsRA (ypo0882-ypo0881

CO92 (163 pb les séparent). Cette disposition est conservée chez

souches de Y. pestis séquencées, ainsi que chez les

de sérotype O:1b séquencées (IP31758, IP32953 e

 absents des génomes de Y. pseudotuberculosis

Le gène relB2 est, quant à lui, présent uniquement sur

La région mqsRA-relE1B1 a pu être acquis

sérotype O:1b, puis relE1B1 se serait dupliqué chez l’ancêtre de 

, donnant naissance au pseudogène relE2* et au gène d’antitoxine 
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DDDQTIPNEVVQIMVNDGVSLLAAWRI 
DDDQTIPNEVVQIMINDGVSLLAAWRI 

120 
120 

. Alignement des séquences protéiques de RelB1 et R elB2. Les aa identiques sont surlignés en gris.  

 

. Représentation schématique de l’apparition de 
. Les loci TA de type hicAB, 

acquis ou perdus au cours du
enterocolitica, Ypstb : 

Angola, dont le génome 

Ces données suggèrent que la souche 

Y. pestis. 

’antitoxine solitaire RelB2, ne diffère 

Fig. 45). 

distant d’environ 1 Mb de relB1 (ypo0883) 

une copie tronquée du gène de toxine 

relE2*B2 dérive probablement 

ypo0881) sont voisins sur le 

Cette disposition est conservée chez 

les trois souches de  

, IP32953 et PB1/+). En 

Y. pseudotuberculosis YPIII (sérotype 

uant à lui, présent uniquement sur le 

acquise par l’ancêtre de  

dupliqué chez l’ancêtre de  

et au gène d’antitoxine relB2 (Fig. 44). 



 

Fig. 46. Alignement des séquences protéiques de HigB1, Hig B2, HigB3, HigB4, HigB5. Les aa identiques 
sont surlignés en gris. Le domaine de type Gp49 con servé dans les toxines de la famille HigB est encad ré. 
Seule HigB2 est toxique chez Y. pestis

HigB1              MNYTIEY
HigB2 MMKTIKHYLTPEGRDLYM
HigB3                    
HigB4  MGRD-DQNHKRRKNFPI
HigB5                     MQ
                                                                   
HigB1 CFYEPKGWNRVIFMA----
HigB2 RIDQGPGYRVYYSLVAVKSCCCF
HigB3 RVSAKEGIGRGFFFC-----
HigB4 KTHSRSHWLRGFYFH-----
HigB5 SLS--GEWLTQT--------

HigB5                 MQDLR
SymE       MTDTHSIAQPFEAEVS
YERPE_3690 MAKAHSTS-GTGINKT
                        
HigB5      GQPLAISVMAGKVIIQF
SymE       GTAVDVKVMEGCI
YERPE_3690 GQPVLITVEHGRL

 Fig. 47. Alignement des séquences protéiques de HigB5 et YERPE_3 690 de 
d’E. coli K-12. Les aa identiques sont surlignés en gris. Le do maine protéique conservé parmi les 
toxines de la famille SymE est encadré.

Pour les cinq STA de type HigBA 

protéiques des toxines HigB1 à HigB5 montre qu’elles sont 

 

Contrairement aux quatre autres protéines, HigB5 (63 aa) ne comporte pas de domaine 

Gp49 conservé parmi les toxines de la famille HigB (

des toxines de la famille SymE (11% d’identité avec SymE d’

Cependant, la surproduction 

Y. pestis (Goulard et al., 2010)

 

L’ordre des gènes higA5

autres opérons higBA, nous avons cherché si une 

toxine pouvait être codée en 

n’avons pas détecté d’ORF candidate. E

entre les gènes higA5 et hig

ORF, yerpe_3690 (Fig. 48

protéique déduite (74 aa) possède 23% d’identité 

avec la toxine SymE d’E. coli 

YERPE_3690 entraine un ralentissement de la croissance de 

n’avons pas testé si HigA5 est capable de neutraliser 

SymER est de type I, c’est-à-
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. Alignement des séquences protéiques de HigB1, Hig B2, HigB3, HigB4, HigB5. Les aa identiques 
sont surlignés en gris. Le domaine de type Gp49 con servé dans les toxines de la famille HigB est encad ré. 

Y. pestis. 

IEYYDDDVITQLLAQPISLQANFISLAKRMKRYGIKMV
GRDLYMEYLK-SLRDSIAKAKISSR------VNRIASGNF--

HigB3                    LLR-LAQRELVRLPVGIQAVLIKAMDELEACGHELRE
IRLLG-SARKELSDLDAINRAEFLVAIDVFELHGPGS

HigB5                     MQ-DLR----------PAQYLKY------------
                                                                   

----QIDWQIVIL-HIVVQKTAYMPWKEKGKAAKRMKELRFG      108
YRVYYSLVAVKSCCCFWAVI-------SARRMPTSIRLLCVLKII           103

-----HLHRQVYIIHLLQKKTQKTPRRTLILAYRRMK-E
-----YVDGLYIVTHIFAKKTNKAPDSSKALGLRRYKDF

--------GLTGQPLAISVMAGKV--------IIQFQKMNML

Fig. 48. Organisation génomique du locus 
chromosomique higA5
de Y. pestis. 

HigB5                 MQDLRP-----------AQYLKYNNIVMAWIQDNGELS
IAQPFEAEVSPANNRHVTVGYASRYPDYS--------RIPAIT

GTGINKTPKTERYYTVGYVPQRGKRN--------PPPAIN
                         

KVIIQFQKMNMLL                                    63
CIVLTAQPPAAEESELMQSLRQVCKLSARKQKQVQAFIGVIAGKQKVA 113
RLVIQPEIKI                                       

Alignement des séquences protéiques de HigB5 et YERPE_3 690 de Y. pestis 
12. Les aa identiques sont surlignés en gris. Le do maine protéique conservé parmi les 

toxines de la famille SymE est encadré.  

de type HigBA prédits chez Y. pestis, l’alignement

protéiques des toxines HigB1 à HigB5 montre qu’elles sont peu conservées 

Contrairement aux quatre autres protéines, HigB5 (63 aa) ne comporte pas de domaine 

Gp49 conservé parmi les toxines de la famille HigB (Fig. 46) mais un domaine caractéristique 

des toxines de la famille SymE (11% d’identité avec SymE d’E. coli, 113 aa) (

 de HigB5 n’est pas toxique pour la croissance d’

Goulard et al., 2010). 

higA5-higB5 sur le chromosome étant inversé par rapport à celui des 

nous avons cherché si une 

 amont de higA5. Nous 

candidate. En revanche, 

higB5, il existe une petite 

48), dont la séquence 

possède 23% d’identité 

E. coli K-12 (Fig. 47). Nous avons observé que la surproduction de 

entraine un ralentissement de la croissance de Y. pestis 

n’avons pas testé si HigA5 est capable de neutraliser YERPE_3690. Chez 

-dire que l’antitoxine SymR est un ARNnc complémentaire de la 
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. Alignement des séquences protéiques de HigB1, Hig B2, HigB3, HigB4, HigB5. Les aa identiques 
sont surlignés en gris. Le domaine de type Gp49 con servé dans les toxines de la famille HigB est encad ré. 

IKMVDAVPMHYHEDVFEL 
--GD--HKPCREGVWEL 

HELREPYVRDMGQGLKEL 
PGSGVPNVEKIGGDMYEL 

------------NNIVMAWIQDNGEL 
                                                                    

ELRFG      108 
II           103 

ELKRRLQS  104 
DFL-RSQGEE 122 

NMLL        63 

 
. Organisation génomique du locus 

higA5-yerpe_3690-higB5

NNIVMAWIQDNGELSLSGEWLTQTGL-T 
TLKGQWLEAAGFAT 
NLKGRWLEALGFFS 

KMNMLL                                    63 
PPAAEESELMQSLRQVCKLSARKQKQVQAFIGVIAGKQKVA 113 

                             74 

Y. pestis avec SymE 
12. Les aa identiques sont surlignés en gris. Le do maine protéique conservé parmi les 

’alignement des séquences 

peu conservées (Fig. 46). 

Contrairement aux quatre autres protéines, HigB5 (63 aa) ne comporte pas de domaine 

) mais un domaine caractéristique 

, 113 aa) (Fig. 47). 

n’est pas toxique pour la croissance d’E. coli ou de  

inversé par rapport à celui des 

que la surproduction de 

 (non montré). Nous 

. Chez E. coli, le STA 

RNnc complémentaire de la 
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A 
YERPE_3709                                    LLQTGEALPPKYKEHPLIGNYIGYLECHGM 
YafQ       MIQRDIEYSGQYSKDVKLAQKRHKDMNKLKYLMTLLINNTLPLPAVYKDHPLQGSWKGYRDAHVE 
 
YERPE_3709 PDLLLIYQRTDSEIKLYRVGSHSDLF  56 
YafQ       PDWILIYKLTDKLLRFERTGTHAALFG 92 
 
 

B 
YPO3628                       MANAKALGLDLSTVIRMVVNRLAVNAELPIDLLQPNQETLQAIRDL 
DinJ       MAANAFVRARIDEDLKNQAADVLAGMGLTISDLVRITLTKVAREKALPFDLREPNQLTIQSIKNS 
 
YPO3628    ENGVEVYRVDSVDALKRDLGW 67 
DinJ       EAGIDVHKAKDADDLFDKLGI 86 

 
Fig. 49. Alignement des séquences protéiques de (A) YERPE_3709  de Y. pestis et YafQ d’ E. coli K-12 
(B) YPO3628 de Y. pestis et DinJ d’ E. coli K-12. 

partie 5’ du gène symE. Il serait donc intéressant de chercher si un ARNnc chevauche 

yerpe_3690. 

Par ailleurs, nous avons identifié sur le chromosome de Y. pestis, deux ORF de 171 et 

204 pb (yerpe_3709 et ypo3628), séparées de 268 pb, pouvant coder un STA du type YafQ-

DinJ (26% d’identité avec YafQ et DinJ d’E. coli K-12) (Fig. 49). 

Cependant, l’ORF yerpe_3709 débute par un codon CUG, qui est un codon d’initiation 

très rare chez E. coli (Sussman et al., 1996). De plus, la protéine déduite YERPE_3709 est 

tronquée de 35 aa N-terminaux par rapport à YafQ d’E. coli. Il est donc possible que 

YERPE_3709 soit le vestige non fonctionnel d’un gène de toxine. 

Nous n’avons retrouvé aucun groupe de gènes pouvant coder des STA du type YoeB-

YefM, Zeta-Epsilon ou HipAB dans le génome de Y. pestis.  

 

 

A l’issu de ce travail de thèse, et en tenant compte des résultats publiés par Goulard et 

al. en 2010, il apparait que le chromosome de Y. pestis porte quatre loci TA codant des 

protéines toxiques pour Y. pestis (hicA1B1, hicA3B3, higA2B2, relE1B1), deux autres loci 

codent des protéines toxiques pour E. coli et non pour Y. pestis (higB4A4, phd-doc), quatre 

loci ne codent pas de toxine (higB1A1, higB3A3, higB5A5 et mqsRA), un locus code un STA 

putatif YafQ-DinJ dont la fonctionnalité reste à tester, un gène coderait une toxine SymE pour 

laquelle aucune antitoxine n’a pour le moment été identifiée et deux gènes codent des 

antitoxines solitaires (hicB2 et relB2) (Tableau 2). 
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Famille 
Toxine Antitoxine  

Toxicité 
Protéine Identifiant Protéine Identifiant 

HicAB 
HicA1 YPO1818 HicB1 YPO1817 Oui chez Y. pestis et E. coli 

- - HicB2 YPO2973 Antitoxine solitaire 
HicA3 YERPE_3445 HicB3 YPO3369 Oui chez Y. pestis et E. coli 

RelEB 
RelE1 YPO0884 RelB1 YPO0883 Oui chez Y. pestis et E. coli 

- - RelB2 YPO4028 Antitoxine solitaire 
Doc-Phd Doc YPO1833 Phd YPO1832 Oui chez E. coli 
MqsRA MqsR YPO0882 MqsA YPO0881 Non 

HigBA 

HigB1 YPO0879 HigA1  YERPE_0889 Non 
HigB2 YPO1087 HigA2 YPO1088 Oui chez Y. pestis et E. coli 
HigB3 YPO2321 HigA3 YPO2320 Non 
HigB4 YPO3486 HigA4 YPO3485 Oui chez E. coli 

- - HigA5 YPO3612 Antitoxine solitaire ou 
partenaire de SymE ? A tester 

SymE SymE YERPE_3690 - - Oui chez Y. pestis 
YafQ-DinJ YafQ YERPE_3709 DinJ YPO3628 A tester 

 Tableau 2. Tableau récapitulatif des STA codés sur le chromos ome de Y. pestis CO92. 
Nos propres observations sont surlignées en gris.  
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Discussion et perspectives 

 

Les travaux effectués au cours de cette thèse nous ont permis d’identifier et de 

caractériser un nouvel STA complet de la famille HicAB codé par le chromosome de Y. pestis. 

Ce STA est composé de la toxine HicA3, une ARNase de 66 aa dont la surproduction conduit à 

la bactériostase d’E. coli et de Y. pestis, et de son antitoxine partenaire HicB3, 135 aa, qui 

neutralise HicA3 en masquant son site actif. HicB3 a aussi une fonction de régulation, elle 

réprime l’expression de l’opéron hicA3-hicB3 en se fixant sur deux opérateurs dans la région 

promotrice PhicA3. Le STA HicA3-HicB3 ne semble pas jouer de rôle dans la virulence dans le 

modèle murin de peste bubonique. Dans les paragraphes suivants, nous discuterons des 

résultats obtenus concernant l’organisation et l’autorégulation des gènes hicA3-hicB3, l’activité 

de la toxine HicA3 ainsi que du rôle de ce STA dans la physiologie de Y. pestis. 

 

I. hicA3 et hicB3 forment un opéron  

Notre travail a permis d’identifier le gène de toxine hicA3 en amont du gène d’antitoxine 

hicB3. La région intergénique séparant hicA3 de hicB3 est plus longue (174 pb) que pour la 

plupart des autres locus TA (30 pb). Pour le STA HicA1B1 de Y. pestis, 44 pb séparent les 

gènes hicA1 et hicB1 (Goulard et al., 2010) et les gènes hicA et hicB d’E. coli K-12 sont distants 

de 45 pb (Jorgensen et al., 2008). 

Cette longue région intergénique pouvait renfermer un second promoteur, comme c’est le 

cas pour l’opéron higBA présent sur le plasmide Rts1 de P. vulgaris (Tian et al., 1996). Le gène 

d’antitoxine higA est à la fois co-transcrit avec le gène de toxine higB, qu’il chevauche d’une pb, 

et il est également exprimé à partir d’un second promoteur, plus faible, localisé dans la phase 

codante higB. Nos études de la transcription des gènes hicA3 et hicB3 dans différents 

contextes de délétion chromosomique n’ont pas mis en évidence de promoteur spécifique de 

hicB3, ni dans la région intergénique, ni dans la phase codante hicA3 (Fig. 2 et 3 de l’article). 

Les gènes hicA3 et hicB3 sont donc uniquement co-transcrits et nous avons localisé le 

promoteur PhicA3 de cet opéron. 

 

II. Régulation de l’opéron hicA3-hicB3  

L’antitoxine HicB3, seule ou complexée à la toxine HicA3, réprime l’expression de 

l’opéron hicA3-hicB3 en se fixant sur deux opérateurs de 15 pb (Fig. 3 et 4 de l’article). La 

plupart des promoteurs de STA sont régulés par coopérativité conditionnelle par le complexe 

TA : à faible concentration, la toxine agit comme co-répresseur de l’antitoxine, mais lorsqu’elle 

est en excès, la toxine devient un anti-répresseur qui déstabilise le complexe tripartite TA-

opérateur et entraine l’activation du promoteur. 
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Dans le cas du STA HicA3-HicB3, nos observations suggèrent que la régulation de 

l’opéron hicA3-hicB3 est différente de celle des autres opérons de STA : HicB3 serait un 

répresseur thermosensible, et son affinité pour l’opérateur serait identique à celle du complexe 

HicA3-HicB3. Cependant, comme pour les autres STA, un excès de toxine déstabiliserait le 

complexe répresseur HicA3-HicB3 et entrainerait la dérépresssion du promoteur PhicA3. 

 

A. HicB3, un répresseur thermosensible ? 

Nous avons observé que le promoteur PhicA3 est réprimé lorsque Y. pestis est cultivée à 

21°C et 28°C, alors qu’il est légèrement actif à 37°C. De plus, nous avons constaté que le 

repliement de HicB3 in vitro est stable entre 20°C et 30°C. Entre 30°C et 40°C, certains feuillets 

β sont convertis en random coil de manière réversible. La dénaturation des feuillets β pourraient 

avoir un impact direct sur l’activité répresseur de HicB3. La perte des feuillets β appartenant 

aux domaines RHH affecterait la reconnaissance et la fixation de HicB3 sur l’opérateur, tandis 

que la perte des feuillets β des domaines de neutralisation réduirait l’interaction entre les 

dimères, ce qui diminuerait l’affinité de HicB3 pour son opérateur. Nous n’avons pas testé l’effet 

de la température sur la conformation du complexe HicA3-HicB3. On ne peut pas exclure que le 

complexe HicA3-HicB3 soit plus stable que l’antitoxine HicB3. Toutefois, nous penchons pour 

l’hypothèse que la toxine HicA3 n’augmente pas la stabilité des feuillets β de HicB3 et qu’au 

delà de 30°C, la dénaturation des feuillets β des domaines de neutralisation diminue l’affinité de 

HicB3 pour HicA3, ce qui conduit à un déséquilibre du ratio toxine/antitoxine dans la cellule. 

D’autre part, la dénaturation partielle de HicB3 à 37°C pourrait augmenter sa sensibilité aux 

protéases, telles que Lon. Nous avons notamment observé que le promoteur PhicA3 est 

déréprimé lorsque la protéase Lon est surproduite chez Y. pestis. Cependant, la perte de Lon 

chez Y. pestis n’empêche pas la dérépression de PhicA3 à 37°C. La dégradation de HicB3 par 

Lon ne serait donc pas seule responsable de la dérépression du promoteur PhicA3 et d’autres 

protéases pourraient intervenir. Pour répondre à ces interrogations, il serait intéressant de 

mesurer par résonance plasmonique de surface, à 21°C et à 37°C, les affinités de HicB3 et du 

complexe HicA3-HicB3 pour l’opérateur et celle de HicB3 pour la toxine HicA3, de détecter par 

DC les changements de conformation du complexe HicA3-HicB3 en fonction de la température 

et de quantifier les protéines HicA3 et HicB3 dans des extraits totaux de Y. pestis délétée ou 

non du gène chromosomique lon et cultivée à 21°C ou à 37°C. 

 

B. HicA3  

1. Un corépresseur ?  

A faible concentration, la plupart des toxines agissent comme corépresseurs en stabilisant 

la structure des antitoxines. Cela permet, d’une part, d’augmenter l’affinité de l’antitoxine pour 

l’opérateur et d’autre part d’éviter sa dégradation par des protéases (Bøggild et al., 2012; 

Hansen et al., 2012; Li et al., 2008). 



 

Dans le cas du STA HicA3

complètement structurée entre 20°C et 

de HicB3 à celle du complexe HicA3

que le domaine N-terminal de 

ne subit aucun changement de conformation 

significatif suite à l’interaction avec HicA3 (RMSD, 

mean square deviation = 0,543 Å pour 68 résidus, 

50). Par ailleurs, nos expériences de retard sur gel 

semblent indiquer que HicB3 et le complexe HicA3

HicB3 se fixent sur l’ADN avec une 

comparable (Fig. 3 de l’article)

suggèrent donc que HicB3 est une antitoxine stable 

entièrement structurée en présence comme en 

absence de la toxine cible et 

la toxine HicA3. 

La résolution de la structure de HicB3 a montré que la protéine 

comporte deux domaines de fixation à l’ADN de type RHH

régulatrices à domaine RHH sont souvent dimériques en solution et se fix

que dimères de dimères (Brown et al., 1990). Chaque domaine RHH s’insère dans un tour du 

grand sillon de l’ADN qui correspond à un demi

deux dimères permet une fixation coopérative su

Certains régulateurs, comme Mnt du bactériophage P22 de 

solution, comme HicB3. Dans le cas de Mnt, 

N-terminaux des monomères et 

(coiled-coil) responsable de la tétramérisation (

1999). L’association en tétramère augmente l’affinité de Mnt pour son opérateur. En effet, en 

absence du domaine de tétramérisation, deux 

domaines RHH interagissent l’un avec l’autre 

(via des ponts hydrogènes formés entre les 

résidus Arg28 et Glu33 localisés dans les 

boucles α2-α3) et se fixent à l’ADN de manière 

coopérative avec une affinité de l’ordre de 

10-9 M (Fig. 51) (Berggrun 

Waldburger et Sauer, 1995). La présence du 

domaine de tétramérisation stabilise la structure 

de Mnt et augmente son affinité 

l’opérateur (10-11 M) (Waldburger 

1995). 
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Fig. 50. Superposition d’un monomère 
HicB3 (vert) au domaine N
HicB3 (bleu) lié à HicA3 (rouge).

Fig. 51. Modèle de fixation des domaines RHH de 
Mnt (PDB 1MNT) sur l’opérateur du régulateur 
Arc (PDB 1PAR) et structure du domaine 
C-terminal responsable de la tétramérisation 
(PDB 1QEY) (adapté de Berggrun et Sauer, 

Dans le cas du STA HicA3-HicB3, nos expériences de DC montrent que HicB3 est 

entre 20°C et 30°C (Fig. 41). De plus, la superposition de la structure 

exe HicA3-NtHicB3 montre 

de neutralisation de HicB3 

t aucun changement de conformation 

significatif suite à l’interaction avec HicA3 (RMSD, root 

= 0,543 Å pour 68 résidus, Fig. 

Par ailleurs, nos expériences de retard sur gel 

HicB3 et le complexe HicA3-

HicB3 se fixent sur l’ADN avec une affinité 

(Fig. 3 de l’article). Ces résultats 

suggèrent donc que HicB3 est une antitoxine stable 

en présence comme en 

 dont l’affinité pour l’opérateur est indépendante de la présence de

La résolution de la structure de HicB3 a montré que la protéine 

comporte deux domaines de fixation à l’ADN de type RHH (Fig. 7 de l’article)

régulatrices à domaine RHH sont souvent dimériques en solution et se fix

de dimères (Brown et al., 1990). Chaque domaine RHH s’insère dans un tour du 

grand sillon de l’ADN qui correspond à un demi-site de l’opérateur. L’interaction directe entre les 

deux dimères permet une fixation coopérative sur les deux demi-sites (Smith and Sauer, 1995). 

comme Mnt du bactériophage P22 de Salmonella, 

solution, comme HicB3. Dans le cas de Mnt, deux domaines RHH sont formés par 

terminaux des monomères et les domaines C-terminaux forment un enroulement d’hélices 

) responsable de la tétramérisation (Fig. 51) (Berggrun et Sauer, 2001; Nooren et al., 

L’association en tétramère augmente l’affinité de Mnt pour son opérateur. En effet, en 

absence du domaine de tétramérisation, deux 

H interagissent l’un avec l’autre 

(via des ponts hydrogènes formés entre les 

résidus Arg28 et Glu33 localisés dans les 

à l’ADN de manière 

coopérative avec une affinité de l’ordre de  

(Berggrun et Sauer, 2001; 

Sauer, 1995). La présence du 

domaine de tétramérisation stabilise la structure 

de Mnt et augmente son affinité pour 

(Waldburger et Sauer, 
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. Superposition d’un monomère 
HicB3 (vert) au domaine N -terminal de 
HicB3 (bleu) lié à HicA3 (rouge).  

 
. Modèle de fixation des domaines RHH de 

Mnt (PDB 1MNT) sur l’opérateur du régulateur 
Arc (PDB 1PAR) et structure du domaine 

terminal responsable de la tétramérisation 
(PDB 1QEY) (adapté de Berggrun et Sauer, 2001). 

montrent que HicB3 est 

la superposition de la structure 

est indépendante de la présence de 

La résolution de la structure de HicB3 a montré que la protéine est tétramérique et 

(Fig. 7 de l’article). Les protéines 

régulatrices à domaine RHH sont souvent dimériques en solution et se fixent à l’ADN en tant 

de dimères (Brown et al., 1990). Chaque domaine RHH s’insère dans un tour du 

site de l’opérateur. L’interaction directe entre les 

sites (Smith and Sauer, 1995). 

, sont tétramériques en 

domaines RHH sont formés par les domaines 

terminaux forment un enroulement d’hélices 

Sauer, 2001; Nooren et al., 

L’association en tétramère augmente l’affinité de Mnt pour son opérateur. En effet, en 



 

Fig. 52. (A) Modèle de fixation du tétramère HicB3 sur l’o pérateur du régulateur Arc (PDB 1PAR). Les 
feuillets β des domaines RHH sont insérés dans le grand sillon de l’hélice d’ADN et les deux domaines de 
neutralisation de la toxine sont de part et d’autre  de l’
HicB3. Les résidus Lys119, Arg116 et Gln123 capable s d’interagir sont indiqués.

Grâce aux domaines de neutralisation, 

affinité, de la même manière que le régulateur Mnt. 

l’ADN (superposition de HicB3 au régulateur

remarque que les domaines RHH de HicB3

l’un avec l’autre par des ponts hydrogènes formés entre 

de deux monomères. Les domaines de neutralisation sont répartis de part et d’autre de l’hélice 

d’ADN. Il est donc possible que l’interaction entre les domaines RHH permet

coopérative de HicB3 sur l’ADN et que les domaines 

HicB3 et augmentent son affinité pour l’

 

Nos observations in vitro 

se fixer à l’opérateur et à réprimer 

HicB3 semblent donc indiquer que la toxine HicA3 n’intervient pas dans la fixation de HicB3 sur 

l’ADN et n’est donc pas un co

affinités du domaine RHH de HicB3

l’opérateur. Ces affinités pourraient être mesur

permettraient de déterminer si le domaine de neutralisation augmente l’affinité de 

l’ADN et si HicA3 est un co-répresseur 

 

2. HicA3 comme

Dans la majorité des STA, un excès de 

opérateur et entraine l’activation de l’expression de l’opéron TA (Overgaard et 

promoteur de l’opéron mqsRA
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. (A) Modèle de fixation du tétramère HicB3 sur l’o pérateur du régulateur Arc (PDB 1PAR). Les 
des domaines RHH sont insérés dans le grand sillon de l’hélice d’ADN et les deux domaines de 

neutralisation de la toxine sont de part et d’autre  de l’ hélice. (B) Zooms sur les deux domaines RHH de 
HicB3. Les résidus Lys119, Arg116 et Gln123 capable s d’interagir sont indiqués.  

Grâce aux domaines de neutralisation, HicB3 pourrait se fixer sur

affinité, de la même manière que le régulateur Mnt. En modélisant la structure de HicB3 fixé sur 

l’ADN (superposition de HicB3 au régulateur Arc fixé sur son opérateur de 22 pb

remarque que les domaines RHH de HicB3, insérés dans le grand sillon de l’ADN

ec l’autre par des ponts hydrogènes formés entre les Lys119 et entre Gln12

es domaines de neutralisation sont répartis de part et d’autre de l’hélice 

d’ADN. Il est donc possible que l’interaction entre les domaines RHH permet

sur l’ADN et que les domaines de neutralisation stabilisent la structure de 

entent son affinité pour l’opérateur. 

in vitro et in vivo de la capacité de HicB3 et du complexe HicA3

se fixer à l’opérateur et à réprimer le promoteur PhicA3 ainsi que l’analyse de la structure de 

indiquer que la toxine HicA3 n’intervient pas dans la fixation de HicB3 sur 

l’ADN et n’est donc pas un co-répresseur. Mais cela reste à démontrer par la 

du domaine RHH de HicB3, de la protéine totale et du complexe HicA3

affinités pourraient être mesurées par résonance plasmonique de surface et 

t de déterminer si le domaine de neutralisation augmente l’affinité de 

répresseur de HicB3. 

HicA3 comme  antirépresseur ? 

Dans la majorité des STA, un excès de toxine déstabilise le complexe tripartite TA

entraine l’activation de l’expression de l’opéron TA (Overgaard et 

mqsRA est régulé différemment : l’antitoxine MqsA réprime seule le 
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. (A) Modèle de fixation du tétramère HicB3 sur l’o pérateur du régulateur Arc (PDB 1PAR). Les 
des domaines RHH sont insérés dans le grand sillon de l’hélice d’ADN et les deux domaines de 

hélice. (B) Zooms sur les deux domaines RHH de 

sur l’ADN avec une forte 

modélisant la structure de HicB3 fixé sur 

de 22 pb, Fig. 52), on 

de l’ADN, interagissent 

Lys119 et entre Gln123 et Arg116 

es domaines de neutralisation sont répartis de part et d’autre de l’hélice 

d’ADN. Il est donc possible que l’interaction entre les domaines RHH permette une fixation 

stabilisent la structure de 

la capacité de HicB3 et du complexe HicA3-HicB3 à 

analyse de la structure de 

indiquer que la toxine HicA3 n’intervient pas dans la fixation de HicB3 sur 

Mais cela reste à démontrer par la comparaison des 

de la protéine totale et du complexe HicA3-HicB3 pour 

ées par résonance plasmonique de surface et 

t de déterminer si le domaine de neutralisation augmente l’affinité de HicB3 pour 

toxine déstabilise le complexe tripartite TA-

entraine l’activation de l’expression de l’opéron TA (Overgaard et al., 2008). Le 

: l’antitoxine MqsA réprime seule le 



 

Fig. 53. Modèle de régulation de l’opéron 
de 30°C. (B) et (C) Au delà de 35°C.

promoteur de l’opéron et la toxine MqsR agit uniquement comme anti

sa concentration (Brown et al., 2013).

Dans le cas du STA Hic

inactive HicA3-H28A déréprime le promoteur P

agirait comme un anti-répresseur. Nos résultats de SEC

complexes HicA3-HicB3 sont hétéro

(4:4) (Fig. S4D de l’article). La modélisation du complexe 4:4, à partir du complexe HicA3

NtHicB3 hétéro-tétramérique (2:2), révèle un encombrement stérique entre les feuillets 

deux molécules HicA3 et les extrémités C

l’article). Il est donc possible, qu’en présence d’un excès de HicA3, la structure du tétramère 

HicB3 s’adapte pour accueillir deux toxines supplémentaires mais que le

conformation se répercute aux 

à se détacher de l’opérateur. 

 

Nous proposons donc le

inférieure à 30°C (ce qui est le cas 

sur son opérateur avec une forte affinité 

complexée à deux molécules HicA3

HicB3 hétéro-hexamérique (2:4) 

promoteur (Fig. 53 A). Les données du transcriptome de 

en accord avec cette hypothèse (Vadyvaloo et al., 2010). 

(par exemple, lorsque Y. pestis

son activité répresseur diminue et 

manière que pour d’autres STA, u

HicB3 permet alors une légère activation du

concentration en toxine libre dans la cellule

octamériques (4:4) non répresseurs, l

déséquilibre du ratio toxine/antitoxine dans la cellule est am

d’antitoxine HicB3 dans la cellule n’

HicA3 qui exercent alors leur activité toxique
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. Modèle de régulation de l’opéron hicA3B3. HicA3 est en rouge et HicB3 en vert.
de 30°C. (B) et (C) Au delà de 35°C.  

promoteur de l’opéron et la toxine MqsR agit uniquement comme anti-répresseur quelque soit 

sa concentration (Brown et al., 2013). 

Dans le cas du STA HicA3-HicB3, nous avons observé que la surproduction de la toxine 

H28A déréprime le promoteur PhicA3 (Fig. 38), suggérant qu’un excès de toxine 

répresseur. Nos résultats de SEC-MALS suggèrent que 90% des 

HicB3 sont hétéro-hexamériques (2:4) et que 8% sont hétéro

(4:4) (Fig. S4D de l’article). La modélisation du complexe 4:4, à partir du complexe HicA3

tétramérique (2:2), révèle un encombrement stérique entre les feuillets 

HicA3 et les extrémités C-terminales des domaines RHH de HicB3 (Fig. 8 de 

l’article). Il est donc possible, qu’en présence d’un excès de HicA3, la structure du tétramère 

HicB3 s’adapte pour accueillir deux toxines supplémentaires mais que le

conformation se répercute aux domaines de fixation à l’ADN et que cela oblige le complexe 4:4 

 

Nous proposons donc le modèle de régulation suivant : lorsque la température est 

ce qui est le cas lorsque Y. pestis se multiplie dans la puce)

rateur avec une forte affinité et réprime le promoteur PhicA3

complexée à deux molécules HicA3 (Fig. 53 A). Seule une faible quantité de complexe 

xamérique (2:4) est présente dans la cellule et assure l

Les données du transcriptome de Y. pestis présente dans la puce sont 

en accord avec cette hypothèse (Vadyvaloo et al., 2010).  Lorsque la température augmente 

Y. pestis infecte un hôte mammifère), la conformation de HicB3 change, 

son activité répresseur diminue et elle devient la cible de protéases (Fig. 

manière que pour d’autres STA, un déséquilibre de la qualité et/ou de la quantité du répresseur 

permet alors une légère activation du promoteur PhicA3 et une augmentation de la 

toxine libre dans la cellule (Fig. 53 B). Il se forme alors d

amériques (4:4) non répresseurs, le promoteur PhicA3 est complètement

déséquilibre du ratio toxine/antitoxine dans la cellule est amplifié (Fig. 

d’antitoxine HicB3 dans la cellule n’est plus suffisante pour neutraliser toutes les 

leur activité toxique. 
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est en rouge et HicB3 en vert.  (A) En dessous 

répresseur quelque soit 

HicB3, nous avons observé que la surproduction de la toxine 

), suggérant qu’un excès de toxine 

MALS suggèrent que 90% des 

xamériques (2:4) et que 8% sont hétéro-octamériques 

(4:4) (Fig. S4D de l’article). La modélisation du complexe 4:4, à partir du complexe HicA3-

tétramérique (2:2), révèle un encombrement stérique entre les feuillets β de 

ines RHH de HicB3 (Fig. 8 de 

l’article). Il est donc possible, qu’en présence d’un excès de HicA3, la structure du tétramère 

HicB3 s’adapte pour accueillir deux toxines supplémentaires mais que le changement de 

ation à l’ADN et que cela oblige le complexe 4:4 

orsque la température est 

se multiplie dans la puce), HicB3 se fixe 

hicA3, qu’elle soit ou non 

ne faible quantité de complexe HicA3-

et assure l’autorépression du 

présente dans la puce sont 

Lorsque la température augmente 

infecte un hôte mammifère), la conformation de HicB3 change, 

Fig. 53 B). De la même 

n déséquilibre de la qualité et/ou de la quantité du répresseur 

et une augmentation de la 

des complexes hétéro-

complètement activé et le 

Fig. 53 C). La quantité 

plus suffisante pour neutraliser toutes les molécules 



Discussion et perspectives 

104 

 

III. La toxine HicA3  

A.  HicA3 est une ARNase 

La toxine HicA3 purifiée peut cliver un ARN transcrit in vitro, ce qui démontre que HicA3 

est une ARNase. Une publication précédente avait rapporté que la toxine HicA d’E. coli, 

EcHicA, dégrade in vivo l’ARNtm et au moins trois ARNm tests suggérant que EcHicA est une 

ARNase (Jorgensen et al., 2008). Toutefois, les auteurs ne pouvaient pas exclure que la 

surproduction d’EcHicA active des ARNases endogènes responsables du clivage des ARN. 

Leur étude n’a révélé aucun site de clivage spécifique des ARNm. En revanche, l’ARNtm a été 

clivé au niveau de deux sites A-AAC présents dans la séquence codante. Jorgensen et al. ont 

montré que l’activité ARNase d’EcHicA est indépendante du ribosome : la mutation du codon 

d’initiation de la traduction de l’ARNtm en un codon stop n’empêche pas son clivage par 

EcHicA, ce qui prouve que l’ARNtm n’a pas besoin d’être traduit pour être clivé par EcHicA 

(Jorgensen et al., 2008). 

La perte d’une antitoxine est généralement létale pour la bactérie. Par exemple, la 

délétion du gène higA chez V. cholerae ou des gènes parD1, parD3, parD4 ou relB1 à relB4 

chez C. crescentus est impossible à moins que ces gènes chromosomiques ne soient exprimés 

en trans à partir d’un plasmide (Budde et al., 2006; Fiebig et al., 2010). Dans le cas du STA 

HicA3-HicB3, il est possible de déléter le gène hicB3 du chromosome de Y. pestis sans avoir 

besoin de l’exprimer en trans. La perte de hicB3 conduit seulement à un ralentissement de la 

croissance (Fig. 4 D de l’article). Il était possible qu’en absence de hicB3, la toxine HicA3 soit 

neutralisée par HicB1 et/ou HicB2, deux autres antitoxines de la famille HicB codées sur le 

chromosome de Y. pestis. Cependant, nous avons observé que ni HicB1, ni HicB2 ne 

neutralisent HicA3 chez E. coli et nos expériences de double hybride bactérien ont confirmé 

qu’elles n’interagissent pas avec la toxine HicA3 (résultats non montrés). La faible toxicité de 

HicA3 en absence de HicB3 pourrait s’expliquer par une activité ARNase faible ou des cibles 

ARN spécifiques non essentielles à la survie de Y. pestis. Une autre possibilité est que la toxine 

HicA3 soit faiblement traduite. Contrairement à la séquence SD de l’ARNm hicB3 (séquence 

AGGGAG), la séquence SD de l’ARNm hicA3 ne semble pas être optimale pour une traduction 

efficace de hicA3 (séquence AGGG). La quantité de toxine HicA3 produite pourrait être 

insuffisante pour provoquer la mort de la cellule. Pour répondre à ces interrogations, il serait 

intéressant de déterminer si HicA3 reconnait un site de clivage spécifique et quels sont les 

ARNm ciblés, ainsi que de comparer les quantités de HicA3 et de HicB3 produites. 

 

B. Le site catalytique de HicA3 

Nous avons montré que le résidu His28 de HicA3 est requis pour l’activité ARNase (Fig. 5 

de l’article). Sa substitution en alanine inhibe totalement la dégradation de l’ARN in vitro et 

HicA3-H28A est non toxique in vivo. Une récente étude portant sur la toxine HicA de  

B. pseudomallei (BpsHicA) a également montré l’importance d’un résidu His (His24 



 

correspondant à His28 de HicA3) ainsi que celle d’un résidu Gly (Gly22 correspondant à Gly26 

de HicA3) dans l’activité toxique de BpsHicA (Butt et al., 2014). La substitution de His24 en Ala 

ou celle de Gly22 en Cys abolit complètement l’activité toxique de BpsHicA chez 

deux résidus sont très conservés parmi les toxines de la famille HicA (Fig. S1 de l’article). Ils 

sont également conservés dans la protéine de fonction 

inconnue TTHA1913 de Thermus thermoph

structure est très similaire à celles de HicA3 et de BpsHicA 

(Fig. 54). Il est à noter que la protéine TTHA1913 a pu être 

surproduite chez E. coli pour être cristallisé

qu’elle n’est pas toxique, alors que seule la forme 

BpsHicA-H24A a pu être produite 

sa structure par RMN (Butt et al., 2014)

BpsHicA-H24A et TTHA1913 sont les seules protéines de la 

famille HicA dont la structure a été résolue. Par ailleurs, la 

substitution d’autres résidus 

(Gly14, Ser23 et Pro41 correspondants à Gly14, Ser27, 

Pro45 de HicA3) a montré que ces résidus ne sont

impliqués dans l’activité toxique de BpsHicA, ni dans l’interaction avec l’antitoxine BpsHicB

et al., 2014). 

Le site catalytique d’ARNases classiques comme 

contient généralement un couple de résidus acide

réaction de clivage de l’ARN (Yang, 2011). D’autres résidus chargés positivement présents 

dans le site catalytique permettent la bonne orientation des 

stabilisent l’état de transition de la réaction de clivage. Des mécanismes de clivage alternatifs 

existent pour les ARNases dont le site actif est dépourvu

leur taux de clivage est générale

2011). A titre d’exemple, la colicine E5 d’

possède aucun résidu acide dans son site actif. Des résidus basiques (deux Lys et une Arg) 

catalyseraient la réaction de clivage de l’ARN lorsque le pH est basique, l’activité de l’enzyme 

étant optimale à pH 9 (Yajima et al., 2006)

endonuclease de l’archée Archaeglobus fulgidus

résidu aromatique Tyr joue le rôle de base (Xue et al., 2006). Enfin, l’ARNase Csy4 qui clive les 

ARN CRISPR chez P. aeruginosa 

contient ni résidu acide, ni résidu chargé p

de ces résidus est compensée par un résidu Ser présent dans le site catalytique qui permet à 

l’ARN d’être positionné de manière optimale pour être «

al., 2012). 
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Fig. 54. Superposition des struc
de HicA3 (rouge), BpsHicA
(rose, PDB 4C26) et TTHA1913 (bleu, 
PDB 1WHZ). Les résidus His28 de 
HicA3 et TTHA1913, et Ala24 de 
BpsHicA- H24A sont indiqués.

correspondant à His28 de HicA3) ainsi que celle d’un résidu Gly (Gly22 correspondant à Gly26 

de HicA3) dans l’activité toxique de BpsHicA (Butt et al., 2014). La substitution de His24 en Ala 

ou celle de Gly22 en Cys abolit complètement l’activité toxique de BpsHicA chez 

deux résidus sont très conservés parmi les toxines de la famille HicA (Fig. S1 de l’article). Ils 

sont également conservés dans la protéine de fonction 

Thermus thermophilus dont la 

structure est très similaire à celles de HicA3 et de BpsHicA 

). Il est à noter que la protéine TTHA1913 a pu être 

pour être cristallisée, ce qui suggère 

alors que seule la forme inactive 

H24A a pu être produite et purifiée pour déterminer 

(Butt et al., 2014). A ce jour, HicA3, 

H24A et TTHA1913 sont les seules protéines de la 

famille HicA dont la structure a été résolue. Par ailleurs, la 

substitution d’autres résidus de BpsHicA très conservés 

(Gly14, Ser23 et Pro41 correspondants à Gly14, Ser27, 

de HicA3) a montré que ces résidus ne sont pas 

impliqués dans l’activité toxique de BpsHicA, ni dans l’interaction avec l’antitoxine BpsHicB

ARNases classiques comme les ARNases A, T1 ou 

contient généralement un couple de résidus acide-base, souvent His et Glu, qui participent à la 

réaction de clivage de l’ARN (Yang, 2011). D’autres résidus chargés positivement présents 

dans le site catalytique permettent la bonne orientation des bases ribonucléotidiques et 

stabilisent l’état de transition de la réaction de clivage. Des mécanismes de clivage alternatifs 

dont le site actif est dépourvu de résidu acide ou basique. Toutefois, 

leur taux de clivage est généralement plus faible que celui des ARNases classiques (Yang, 

2011). A titre d’exemple, la colicine E5 d’E. coli, qui clive les ARNt Asn, Asp, His et Tyr, ne 

possède aucun résidu acide dans son site actif. Des résidus basiques (deux Lys et une Arg) 

nt la réaction de clivage de l’ARN lorsque le pH est basique, l’activité de l’enzyme 

étant optimale à pH 9 (Yajima et al., 2006). Autre exemple, dans le site actif de la 

rchaeglobus fulgidus, un résidu His joue le rôle d’acide

résidu aromatique Tyr joue le rôle de base (Xue et al., 2006). Enfin, l’ARNase Csy4 qui clive les 

P. aeruginosa contient un résidu His basique dans son site actif mais ne 

contient ni résidu acide, ni résidu chargé positivement à proximité du site catalytique. L’absence 

de ces résidus est compensée par un résidu Ser présent dans le site catalytique qui permet à 

l’ARN d’être positionné de manière optimale pour être « attaqué » par le résidu His (Haurwitz et 

Discussion et perspectives 

105 

 

. Superposition des struc tures 
de HicA3 (rouge), BpsHicA -H24A 
(rose, PDB 4C26) et TTHA1913 (bleu, 
PDB 1WHZ). Les résidus His28 de 
HicA3 et TTHA1913, et Ala24 de 

H24A sont indiqués.  

correspondant à His28 de HicA3) ainsi que celle d’un résidu Gly (Gly22 correspondant à Gly26 

de HicA3) dans l’activité toxique de BpsHicA (Butt et al., 2014). La substitution de His24 en Ala 

ou celle de Gly22 en Cys abolit complètement l’activité toxique de BpsHicA chez E. coli. Ces 

deux résidus sont très conservés parmi les toxines de la famille HicA (Fig. S1 de l’article). Ils 

impliqués dans l’activité toxique de BpsHicA, ni dans l’interaction avec l’antitoxine BpsHicB (Butt 

A, T1 ou la Barnase, 

base, souvent His et Glu, qui participent à la 

réaction de clivage de l’ARN (Yang, 2011). D’autres résidus chargés positivement présents 

bases ribonucléotidiques et 

stabilisent l’état de transition de la réaction de clivage. Des mécanismes de clivage alternatifs 

de résidu acide ou basique. Toutefois, 

ment plus faible que celui des ARNases classiques (Yang, 

qui clive les ARNt Asn, Asp, His et Tyr, ne 

possède aucun résidu acide dans son site actif. Des résidus basiques (deux Lys et une Arg) 

nt la réaction de clivage de l’ARN lorsque le pH est basique, l’activité de l’enzyme 

exemple, dans le site actif de la tRNA-splicing 

le d’acide, tandis qu’un 

résidu aromatique Tyr joue le rôle de base (Xue et al., 2006). Enfin, l’ARNase Csy4 qui clive les 

contient un résidu His basique dans son site actif mais ne 

ositivement à proximité du site catalytique. L’absence 

de ces résidus est compensée par un résidu Ser présent dans le site catalytique qui permet à 

» par le résidu His (Haurwitz et 



 

Le résidu catalytique His28 de HicA3 est localisé à l’extrémité N

(Fig. 55). A l’extrémité C-terminale du brin 

proximité de His28, se trouve le résidu Arg21 

(Fig. 55). Ce résidu est conservé chez BpsHicA 

(Arg19) et il est remplacé par un résidu Lys chez 

TTHA1913 (Lys25). De plus, HicA3 possède une

boucle de six résidus entre les brins 

que TTHA1913 et BpsHicA ont une boucle plus 

courte (2 et 4 résidus, respectivement). Cette boucle 

plus ample contient un résidu basique Lys22 et deux 

résidus polaires Asn24 et Ser25 qui pourraient 

éventuellement être impliqués dans l’activité 

catalytique de HicA3. Le rôle de ces résidus dans l’activité de HicA3 pourra être évalué par leur 

substitution ou leur délétion. HicA3 étant une protéine 

que son mécanisme catalytique diffère de celui des autres 

 

C. HicA3 adopte un repliement comparable à 

fixation à l’ARN double brin

HicA3 complexée à HicB3, est capable de fixer l’ARN mais pas de le cliver (Fig. 5 de 

l’article). Cela suggère que les résidus de HicA3 impliqués dans la fixation de l’ARN ne sont pas 

tous masqués par l’antitoxine HicB3. Le repliement 

domaine de fixation à l’ARN double brin (dsRBD, 

domaine de 65 à 68 aa a été identifié en 1992 dans les protéines Staufen de 

melanogaster et Xlrbpa de Xenopus laevis 

présent en une ou plusieurs copies chez un grand nombre de protéines eucaryotes, procaryotes 

et virales. Ces protéines possèdent généralement des domaines protéiques additionnels leur 

conférant des fonctions particulières (ribon

les protéines à dsRBD sont impliquées dans la régulation de la traduction, l’édition, l’export 

nucléocytoplasmique et la localisation des ARNm, dans les mécanismes d’ARN interférence ou 

encore dans la défense contre les infections virales (Fierro

Le domaine dsRBD classique est formé d’une première hélice 

β antiparallèles et d’une seconde hélice 

feuillet β (Fig. 56). Deux résidus Ala de l’hélice 

brin β3 permettent notamment 
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Fig. 55. Structure de HicA3. His28 et d’autres 
résidus catalytiques potentiels sont en gris.

Le résidu catalytique His28 de HicA3 est localisé à l’extrémité N

terminale du brin β1, à 

proximité de His28, se trouve le résidu Arg21  

). Ce résidu est conservé chez BpsHicA 

(Arg19) et il est remplacé par un résidu Lys chez 

5). De plus, HicA3 possède une 

boucle de six résidus entre les brins β1 et β2, alors 

13 et BpsHicA ont une boucle plus 

courte (2 et 4 résidus, respectivement). Cette boucle 

plus ample contient un résidu basique Lys22 et deux 

résidus polaires Asn24 et Ser25 qui pourraient 

éventuellement être impliqués dans l’activité 

e rôle de ces résidus dans l’activité de HicA3 pourra être évalué par leur 

HicA3 étant une protéine relativement peu toxique, il est possible 

que son mécanisme catalytique diffère de celui des autres ARNases de la famille Hic

HicA3 adopte un repliement comparable à celui d’

fixation à l’ARN double brin  

HicA3 complexée à HicB3, est capable de fixer l’ARN mais pas de le cliver (Fig. 5 de 

l’article). Cela suggère que les résidus de HicA3 impliqués dans la fixation de l’ARN ne sont pas 

tous masqués par l’antitoxine HicB3. Le repliement αβββα de HicA3 est com

domaine de fixation à l’ARN double brin (dsRBD, double-stranded RNA binding domain

domaine de 65 à 68 aa a été identifié en 1992 dans les protéines Staufen de 

Xenopus laevis (Johnston et al., 1992). Le repliement dsRBD est 

présent en une ou plusieurs copies chez un grand nombre de protéines eucaryotes, procaryotes 

et virales. Ces protéines possèdent généralement des domaines protéiques additionnels leur 

conférant des fonctions particulières (ribonucléase, hélicase, kinase…). De manière générale, 

les protéines à dsRBD sont impliquées dans la régulation de la traduction, l’édition, l’export 

nucléocytoplasmique et la localisation des ARNm, dans les mécanismes d’ARN interférence ou 

se contre les infections virales (Fierro-Monti and Mathews, 2000).

dsRBD classique est formé d’une première hélice α, d’un feuillet 

èles et d’une seconde hélice α. Les deux hélices α reposent sur une m

). Deux résidus Ala de l’hélice α2 et un motif GxG à l’extrémité C

3 permettent notamment à l’hélice α2 d’être très proche du feuillet β. 
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. Structure de HicA3. His28 et d’autres 
résidus catalytiques potentiels sont en gris.  

Le résidu catalytique His28 de HicA3 est localisé à l’extrémité N-terminale du brin β2  

e rôle de ces résidus dans l’activité de HicA3 pourra être évalué par leur 

toxique, il est possible 

de la famille HicA. 

celui d’ un domaine de 

HicA3 complexée à HicB3, est capable de fixer l’ARN mais pas de le cliver (Fig. 5 de 

l’article). Cela suggère que les résidus de HicA3 impliqués dans la fixation de l’ARN ne sont pas 

 de HicA3 est comparable à celui du 

RNA binding domain). Ce 

domaine de 65 à 68 aa a été identifié en 1992 dans les protéines Staufen de Drosophila 

2). Le repliement dsRBD est 

présent en une ou plusieurs copies chez un grand nombre de protéines eucaryotes, procaryotes 

et virales. Ces protéines possèdent généralement des domaines protéiques additionnels leur 

ucléase, hélicase, kinase…). De manière générale, 

les protéines à dsRBD sont impliquées dans la régulation de la traduction, l’édition, l’export 

nucléocytoplasmique et la localisation des ARNm, dans les mécanismes d’ARN interférence ou 

Monti and Mathews, 2000). 

α, d’un feuillet à trois brins 

 reposent sur une même face du 

n motif GxG à l’extrémité C-terminale du 

β.  



 

Fig. 
domaine N
HicA3 
gris. Ceux de HicB3 qui interagissent avec les rési dus 
du motif KDISK de HicA3 sont en bleu.

Fig. 
de 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bien que HicA3 adopte 

superposer sa structure à celle de

qu’HicA3 possède une longue boucle de sept résidus entre le brin 

les dsRBD classiques n’y comptent qu’un seul résidu. De plus, HicA3 ne possède ni le motif 

GxG dans le brin β3, ni les deux Ala conserv

de HicA3 n’est pas directement accolée au feuillet 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’autre part, trois régions du dsRBD 

interagissent directement avec les bases, les riboses ou le squelette phosphate de l’hélice 

d’ARNdb (Fig. 56 et Fig. 58) (Masliah et al., 2012).
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Fig. 57. Structure de HicA3 (rouge) complexée au 
domaine N -terminal de HicB3 (vert). Les résidus de 
HicA3 pouvant interagir avec l’ARN sont indiqués en 
gris. Ceux de HicB3 qui interagissent avec les rési dus 
du motif KDISK de HicA3 sont en bleu.  

 
Fig. 56. Structure du domaine dsRBD2 de XlrbpA 
de X. laevis fixé sur l’ARNdb (PDB 1DI2).  

adopte l’enchainement typique αβββα du dsRBD, il n’est pas possible de 

superposer sa structure à celle de domaines dsRBD connus. Une des différences majeures est 

qu’HicA3 possède une longue boucle de sept résidus entre le brin β3 et l’h

les dsRBD classiques n’y comptent qu’un seul résidu. De plus, HicA3 ne possède ni le motif 

3, ni les deux Ala conservées dans l’hélice α2. Par cons

de HicA3 n’est pas directement accolée au feuillet β (Fig. 57). 

rois régions du dsRBD classique contiennent des résidus conservés qui 

ectement avec les bases, les riboses ou le squelette phosphate de l’hélice 

) (Masliah et al., 2012). 

Discussion et perspectives 

107 

 

. Structure de HicA3 (rouge) complexée au 
terminal de HicB3 (vert). Les résidus de 

pouvant interagir avec l’ARN sont indiqués en 
gris. Ceux de HicB3 qui interagissent avec les rési dus 

, il n’est pas possible de 

dsRBD connus. Une des différences majeures est 

β3 et l’hélice α2, alors que 

les dsRBD classiques n’y comptent qu’un seul résidu. De plus, HicA3 ne possède ni le motif 

2. Par conséquence, l’hélice α2 

contiennent des résidus conservés qui 

ectement avec les bases, les riboses ou le squelette phosphate de l’hélice 
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Fig. 58. Alignement des séquences protéiques de plusieurs dsRBD (tiré de Masliah et al., 2012).  

 

La présence ou non de ces trois régions permet de classer les dsRBD en deux types : les 

dsRBD de type A contiennent les trois régions conservées et fixent mieux l’ARNdb que les 

dsRBD de type B qui ne contiennent que la région 3. La région 1, localisée dans l’hélice α1, est 

caractérisée par la présence d’un résidu Glu en 8e position. La région 2 correspond à la boucle 

séparant les brins β1 et β2 et contient un motif GPxH. La région 3 correspond à l’extrémité N-

terminale de l’hélice α2 et comporte un motif de résidus chargés positivement KKxAK (Fig. 58). 

Ces trois régions ne sont pas conservées chez HicA3. Il n’y a pas de résidu Glu en 

position 8 dans l’hélice α1 qui définit la région 1. Cependant plusieurs résidus chargés dans 

cette hélice (Glu2, Glu5, Lys8, Arg9, Asp12) sont orientés vers l’extérieur de la protéine et 

n’appartiennent pas à la zone d’interface avec HicB3 (Fig. 57). Ils pourraient donc intervenir 

dans la fixation de l’ARN. La boucle séparant les brins β1 et β2 ne comprend pas le motif GPxH 

de la région 2, mais le motif GSH conservé dans les protéines de la famille HicA et qui contient 

l’His catalytique. Ce motif GSH est masqué par HicB3 dans le complexe HicA3-HicB3, or le 

complexe fixe l’ARN. Ce motif ne peut donc être le seul responsable de l’interaction avec l’ARN. 

Enfin, l’hélice α2 de HicA3 ne contient pas le motif KKxAK de la région 3, mais le motif 

K47DISK51 est présent dans la longue boucle séparant le brin β3 de l’hélice α2 (Fig. 57). 

Cependant, tous les résidus chargés, mis à part Lys51, sont en interaction avec des résidus de 

HicB3 (Val11, Glu12, Asp15) dans le complexe HicA3-HicB3 (Fig. 57). Dans l’hélice α2, seuls 

les résidus Gln58 et Lys64 sont orientés vers l’extérieur et n’interagissent pas avec HicB3, ils 

pourraient donc interagir avec l’ARNdb. 
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Ainsi de nombreuses questions sur le mécanisme d’action de l’ARNase HicA3 restent à 

résoudre. HicA3 clive-t-elle une séquence d’ARN spécifique ? Se fixe-t-elle uniquement sur des 

régions d’ARNdb ou reconnait-elle également l’ARNsb ? Quels sont les résidus impliqués dans 

la reconnaissance de l’ARN et ceux qui participent avec His28 au clivage ? L’analyse de la 

structure de HicA3 nous a donné des pistes sur les résidus impliqués dans le clivage et la 

fixation de l’ARN. La substitution de ces résidus permettra de comprendre le mécanisme 

d’action de HicA3. De plus, il serait intéressant de comparer son activité de clivage de l’ARN à 

celle d’autres toxines de la famille HicA, comme HicA1 de Y. pestis ou BpsHicA, afin de 

déterminer la spécificité d’action de chacune de ARNases. 

 

IV. Rôle physiologique du STA HicA3-HicB3  

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle des STA dans la réponse au stress, 

par mort cellulaire programmée ou par induction de la dormance, dans la formation de biofilm 

ou encore dans la virulence. Les STA HicA1B1 et HicA3B3 ne semblent pas requis pour la 

virulence de Y. pestis dans le modèle murin de peste bubonique. En effet, les mutants 

∆hicA3B3  et  ∆hicA1B1 ∆hicA3B3 sont aussi virulents que la souche sauvage (Fig. 5 de 

l’article). Il est possible que les cibles des ARNases HicA1 et HicA3 codent des protéines 

dépourvues de rôle dans la virulence de Y. pestis. Alternativement, le rôle des STA HicA1B1 et 

HicA3B3 pourrait être redondant avec celui de HigB2A2 et RelE1B1, les deux autres STA pour 

lesquels une activité toxique a été détectée chez Y. pestis (Goulard et al., 2010), donc la perte 

de deux STA fonctionnels sur quatre pourrait être insuffisante pour observer un phénotype 

affectant la virulence de Y. pestis. A ce propos, chez E. coli, la délétion d’au moins cinq opérons 

de STA est nécessaire pour diminuer la persistance (Maisonneuve et al., 2011). Il serait donc 

intéressant de tester la virulence de Y. pestis dépourvue des quatre STA cités plus haut, puis si 

ce mutant est atténué, de tester la virulence des  souches dépourvues uniquement de HigB2A2 

ou de RelE1B1. 

Nos expériences préliminaires suggèrent que la perte des STA HicA1B1 et/ou HicA3B3 

n’a pas d’effet sur la production de biofilm in vitro après 12 et 24 h de croissance de Y. pestis 

(résultats non montrés). La production de biofilm in vitro n’étant pas toujours corrélée avec la 

production de biofilm chez la puce (observation faite au laboratoire), ces STA pourraient 

toutefois jouer un rôle dans la colonisation et la formation de biofilm chez l’insecte. L’étude du 

transcriptome de Y. pestis extraite de puces bloquées (puces ayant le proventricule obstrué par 

un biofilm produit par Y. pestis) a révélé que l’opéron hicA3B3 est très peu exprimé chez la 

puce (six fois moins que dans le bubon de rat infecté) (Vadyvaloo et al., 2010). Ce qui est 

cohérent avec le fait que l’antitoxine HicB3 réprime l’opéron hicA3B3 à 21°C (qui reflète la 

température dans la puce) (Fig. 39). D’autre part, notre analyse in silico  suggère que le 

génome de Y. pestis ne contient pas de site de fixation autre que les deux sites identifiés au 

niveau de PhicA3 (Fig. 4 de l’article). Il est donc peu probable que HicB3 réprime l’expression 
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d’autres gènes et que le système HicA3B3 soit impliqué chez la puce. Il serait toutefois 

intéressant de confirmer ou non ces hypothèses in vivo, en testant la capacité d’un mutant 

∆hicA3B3 à coloniser et à bloquer la puce et en comparant son transcriptome à celui de la 

souche sauvage dans la puce bloquée. 

Il est généralement admis que la circulation continue de Y. pestis dans les populations de 

rongeurs permet de maintenir les foyers de peste à travers le monde. Cependant, cette 

maintenance enzootique est controversée puisque il y a de longues périodes pendant 

lesquelles Y. pestis semble absente des populations de mammifères ou de leurs vecteurs dans 

les foyers de peste. Il a donc été proposé que Y. pestis persiste dans le sol et que cette 

persistance à long terme joue un rôle dans l’épidémiologie de la peste (Drancourt et al., 2006). 

Plusieurs études sont en faveur de cette hypothèse. Il a notamment été montré que Y. pestis 

est capable de survivre et de conserver sa virulence, dans des conditions de laboratoire, 

pendant 10 à 16 mois dans un sol autoclavé et hydraté (Ayyadurai et al., 2008; Mollaret, 1963). 

Elle serait également capable de survivre dans la nature pendant plusieurs mois, puisque la 

bactérie a été retrouvé vivante dans un terrier ayant abrité un animal mort de peste qui a 

ensuite été condamné pendant 11 mois (Drancourt et al., 2006; Karimi, 1963). Les mécanismes 

de persistance de Y. pestis dans le sol restent à élucider et on ne peut pas exclure que les STA 

puissent jouer un rôle dans l’écologie de la peste. 
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Identification et caractérisation fonctionnelle et structurale du 
système toxine-antitoxine HicA3-HicB3 de Yersinia pestis 

 
Les systèmes toxine-antitoxine (STA) sont généralement constitués de deux petites 
protéines cytoplasmiques : une toxine stable et une antitoxine instable capable de neutraliser 
la toxine et de réprimer l’expression de l’opéron toxine-antitoxine. Une étude menée au 
laboratoire avait mis en évidence que la perte du gène hicB3 (ypo3369) de Y. pestis, codant 
une antitoxine solitaire putative, entraine un retard de la croissance bactérienne in vitro et 
une atténuation de la virulence dans un modèle murin de peste bubonique (Pradel et al., 
2014). Par analyse in silico, nous avons détecté, en amont de hicB3, un petit gène non 
annoté candidat pour coder la toxine HicA3. La surproduction de HicA3 provoque la 
bactériostase chez Escherichia coli et Y. pestis et la production subséquente de HicB3 
restaure la croissance. HicA3 et HicB3 constituent donc un STA fonctionnel. Cependant, la 
perte du STA HicA3B3 n’affecte pas la virulence de Y. pestis dans un modèle murin de peste 
bubonique. Nous avons ensuite purifié et caractérisé les protéines HicA3 et HicB3. La toxine 
HicA3 est une ribonucléase monomérique de 66 aa qui comporte un résidu histidine 
catalytique essentiel pour son activité. L’antitoxine HicB3 a une double fonction : elle interagit 
avec HicA3 pour la neutraliser et elle réprime le promoteur de l’opéron hicA3B3. Des 
expériences de retard sur gel et de fusions transcriptionnelles avec un gène rapporteur ont 
révélé que l’antitoxine HicB3 et le complexe HicA3-HicB3 se fixent sur deux opérateurs 
chevauchant les boîtes -10 et -35 du promoteur PhicA3. Nous avons également résolu la 
structure cristalline de l’antitoxine HicB3 et celle du complexe HicA3-HicB3. HicB3 est un 
tétramère qui comporte deux domaines de fixation à l’ADN du type ruban-hélice-hélice et 
deux domaines de neutralisation de la toxine. 
 

Identification and functional and structural charac terization of  
the HicA3-HicB3 toxin-antitoxin system of Yersinia pestis 

 
Toxin-antitoxin systems (TAS) are generally constituted by two small cytoplasmic proteins: a 
stable toxin and an unstable antitoxin which neutralizes the toxin and represses the 
expression of the toxin-antitoxin operon. In previous research, our lab found that Yersinia 
pestis lacking the hicB3 (ypo3369) gene, encoding a putative orphan antitoxin, has a growth 
defect in vitro and is attenuated for virulence in a murine model of bubonic plague (Pradel et 
al., 2014). In silico analysis revealed a small gene upstream of hicB3, encoding a putative 
toxin that we called HicA3. HicA3 overproduction generates bacteriostasis of Escherichia coli 
and Y. pestis, and the subsequent production of HicB3 restores cell growth. HicA3 and HicB3 
thus constitute a functional TAS. However, the lack of the HicA3B3 TAS does not affect Y. 
pestis virulence in a murine model of bubonic plague. We then purified and characterized the 
HicA3 and HicB3 proteins. The HicA3 toxin is a monomeric 66-aa ribonuclease with a 
catalytic histidine residue required for its activity. The HicB3 antitoxin has two functions: it 
binds and neutralizes HicA3 and it represses the hicA3B3 operon promoter. Gel-shift assays 
and transcriptional reporter fusion experiments showed that both HicB3 and the HicA3-HicB3 
complex  bind to two operators overlapping the -10 and -35 boxes of the PhicA3 promoter. 
We also solved the crystal structures of the HicB3 antitoxin and the HicA3-HicB3 complex. 
HicB3 is a tetramer with two DNA binding domains of the ribbon-helix-helix type and two 
toxin neutralization domains. 
 


