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A la suite de ses travaux sur l'instabi-
lité génétique chez le mais, Barbara
McClintock proposa, des le début des
années 1950, le concept d’éléments
génétiques mobiles. Cette notion
était alors totalement en marge des
idées dominantes sur la structure des
chromosomes. La pertinence de ce
concept ne fut reconnue que dans les
années 1960, a la suite, entre autres,
de la découverte de séquences
d’ADN mobiles chez les bactéries.
Trois familles d’éléments transpo-
sables (c’est-a-dire capables d’étre
transférés d’un site donneur vers un
site cible sous I'effet d’'une enzyme
de recombinaison spécialisée, ou
recombinase) furent alors identifiées
[1]: les IS (insertion sequence), les
transposons et les phages mutateurs.
Les transposons furent mis en évi-
dence grace aux déterminants de
résistance aux antibiotiques qu’ils
véhiculent entre plasmides et chro-
mosomes. Les IS, plus courtes et sans
déterminant phénotypique, ne
codent que pour leur fonction de
transposition. Elles furent identifiées
au travers des effets polaires qu’elles
provoquent en s’insérant dans un
opéron bactérien, aboutissant a une
perte totale de I’expression des geénes
localisés en aval dans I'opéron [2].
Le bactériophage Mu était le seul
représentant de la troisiéme catégo-
rie. Dés I’abord, Taylor [3] remarqua
I’analogie entre les propriétés muta-
trices de ce phage et les éléments
mobiles du mais. Il fallut attendre
1983 pour que les travaux de McClin-
tock soient reconnus par l'attribution
d’un prix Nobel.

Au cours des 30 derniéres années, le
nombre d’éléments transposables

bactériens et eucaryotes identifiés n’a
cessé de croitre, révélant la grande
diversité de leur structure et une
remarquable conservation des méca-
nismes qui assurent leur mobilité ([4-
6] pour les éléments bactériens).
Notre vision de la dynamique du
génome bactérien a été transformée
par la compréhension de ces méca-
nismes. Nous apprécions maintenant
la valeur adaptative que ces éléments
procurent aux génomes bactériens
en leur permettant, entre autres, de
faire face a un environnement en
constante évolution [7, 8]. Cela vaut
méme pour une période historique
courte: au cours des 50 derniéres
années, ’homme a rejeté, dans son
environnement, diverses substances
toxiques comme les métaux lourds,
les antibiotiques, les pesticides ou
autres substances organiques de syn-
thése (xénobiotiques). Métaux
lourds et antibiotiques ont soumis les
communautés bactériennes a une
forte pression de sélection pour
I’acquisition de genes de résistance
[9]. Les pesticides et autres xénobio-
tiques, souvent toxiques et faible-
ment biodégradables [10], ont égale-
ment sélectionné des micro-
organismes capables de les détoxifier
et méme de les utiliser comme sour-
ce d’énergie [7, 8].

Les informations génétiques respon-
sables de la résistance aux antibio-
tiques ou de la dégradation des xéno-
biotiques sont trés souvent portées
par des éléments génétiques mobiles
tels que plasmides conjugatifs ou
transposons (certains transposons
étant conjugatifs par eux-mémes) ou
parfois les deux. Cela assure la dis-
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tique au sein des communautés bac-
tériennes [7].

Structure et diversité
des transposons procaryotes

Malgré leur diversité, les éléments
transposables présentent des caracté-
ristiques communes qui ont permis
de les regrouper selon des criteres
structuraux ou fonctionnels. Ces clas-
sifications ne cessent d’évoluer alors
que de nouvelles données apparais-
sent dans la littérature. Nous en don-
nerons quelques apercus tout en gar-
dant a Pesprit qu’ils pourraient étre
remis en cause dans le futur (figure I).
Les transposons ont été regroupés en
trois classes structurales (classe I, I et
phages mutateurs). Plus récemment,
de nouveaux groupes comme les
intégrons ou les transposons conjuga-
tifs ont été découverts. Par ailleurs, la
caractérisation plus détaillée des élé-
ments qui appartenaient aux classes I
et I a amené a modifier quelque peu
la définition de ces deux classes. La
classe I comportait tous les IS et les
transposons formés de deux
séquences IS flanquant un segment
d’ADN codant pour les fonctions
phénotypiques du transposon (voir
figure1). La classe II comportait les
transposons ne contenant pas d’IS.
Les séquences d’un tres grand
nombre d’IS et de transposons étant
actuellement accessibles, la tendance
est maintenant de classer tous ces
éléments en fonction des similitudes
de séquence des enzymes et des
séquences d’ADN impliquées dans la
transposition [6].

Séquences d’insertion (IS)

Les IS sont les éléments transpo-
sables les plus simples. Elles ne
contiennent que les informations
génétiques nécessaires a leur transpo-
sition et sont donc considérées
comme phénotypiquement cryp-
tiques. De petite taille (généralement
inférieure a 2500pb), elles sont le
plus souvent bordées par des
séquences IR (inversement répétées)
de 20 a 40 pb qui sont reconnues par
la machinerie de transposition. Plus
de 500 IS ont été identifiées dans

s 73 genres incluant 159 espéces
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d’eubactéries et d’archaebactéries
[6]. Elles ont été détectées sur tous
les chromosomes procaryotes partiel-
lement ou complétement séquencés
et sur de nombreux plasmides et bac-
tériophages. Seul le chromosome
séquencé de Bacillus subtilis n’a révélé
aucune IS [11], sans qu’on sache s’il
s’agit d’un cas particulier inhérent a
la souche utilisée ou d’une caractéris-
tique générale de 'espece.

Sur la base de données fonction-
nelles plutdét que structurales, les IS
qui appartenaient a la classe I ont
récemment été cataloguées en
17 familles [6]. Les membres de
douze d’entre elles contiennent un
seul cadre ouvert de lecture qui code
pour la transposase, l’enzyme qui
catalyse la transposition. A partir de
ce méme cadre ouvert de lecture, les
IS de certaines familles codent pour
une seconde protéine, version tron-
quée de la transposase, qui agit
comme régulateur de la transposi-
tion. Pour les membres de la famille
IS3, la synthése de la transposase
(OrfAB) résulte d’'un déphasage pro-
grammé de la traduction entre deux
cadres ouverts de lecture qui codent
pour une protéine régulatrice de la
transposition (OrfA) et une protéine
de fonction inconnue (OrfB). Enfin,
les IS101 et 1S1071 forment une
18¢famille [12] se distinguant des
précédentes par les similitudes
qu’elles partagent avec les transpo-
sons non composites.

Transposons composites

Deux IS suffisamment proches 'une
de I'autre peuvent agir de concert et
mobiliser le segment d’ADN qu’elles
encadrent. Ces structures sont appe-
lées transposons composites. Les IS
peuvent étre en orientation directe
ou inverse. Trés souvent, seule 'une
des deux IS du transposon code pour
une transposase fonctionnelle,
I’autre codant souvent pour un régu-
lateur de la transposition. C’est le cas
chez Tn5 et Tnl10 [5]. Le segment
d’ADN encadré par les IS n’inter-
vient pas dans la transposition et
peut coder pour n’importe quelle
fonction. Le plus souvent, il s’agit de
geénes de résistance aux antibiotiques
(kanamycine chez Tn5, tétracycline
chez Tn 10 ou chloramphénicol chez

Tn9), ou de geénes cataboliques
comme chez Tn3411 (catabolisme du
citrate) ou Tn5280 (catabolisme du
trichlorobenzeéne). Notons finale-
ment, qu'un méme couple d’IS peut
border des segments d’ADN d’origi-
ne différente, formant différents
transposons composites. C’est le cas
de IS1071 qui se retrouve sur diffé-
rents transposons cataboliques [13]
ou de ISI dont deux copies flan-
quent un geéne de résistance au chlo-
ramphénicol dans Tn9 et celui d’'une
entérotoxine dans Tn1681.

Transposons non composites

Les transposons non composites se
caractérisent par ’absence d’IS a
leurs extrémités. La plupart d’entre
eux sont apparentés par leur transpo-
sase [14] et par leurs séquences ter-
minales de 35 a 48 pb, répétées en
orientation inverse et reconnues par
la transposase. Ces transposons ont
des tailles variables (jusqu’a 70 kb
dans le cas de Tn4651). Ils contien-
nent des informations génétiques
essentielles a la transposition et des
informations dites «auxiliaires» qui
peuvent étre des genes cataboliques
(Tn4651) ou des genes de résistance
aux antibiotiques (Tn3, Tnl1721).
Comme nous le verrons plus loin, ils
utilisent pour la plupart un mode
réplicatif de transposition engen-
drant des co-intégrats. La plupart de
ces éléments codent pour une trans-
posase (TnpA) et une résolvase
(TnpR). Cette seconde recombinase
catalyse une recombinaison spéci-
fique du site entre deux copies de
I’élément, ce qui résout les co-inté-
grats et acheve la transposition.

Tn?7 appartient a une famille de
transposons non composites qui se
démarque par la nature de son syste-
me de transposition. Il fait intervenir
les produits de 5 geénes (insA, B, C, D,
E). La transposase peut se composer
des protéines TnsA, B, C et E. Elle
dirige alors la transposition de I’élé-
ment vers des sites d’insertion aléa-
toires. Lorsqu’elle se compose des
protéines TnsA, B, C et D, elle cataly-
se la transposition en un site unique,
attTn7, localisé pres de l'origine de
réplication de la bactérie hote [5].
Outre le nombre plus élevé de pro-
téines impliquées dans la transposi-
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Figure 1. Structure des éléments
transposables. A. Séquences IS. Les
triangles noirs représentent les sé-
quences terminales en répétition in-
verse (IR). Les IS existent sous une for-
me simple portant uniquement le gene
de la transposase (tnpA), ou sous une
forme contenant un cadre de lecture
qui code pour tnpA et pour inh, ver-
sion tronquée de tnpA agissant com-
me inhibiteur de la transposition. Dans
la famille 1S3, la transposase (OrfAB)
résulte d’'un déphasage programmé
de la traduction entre deux cadres ou-
verts de lecture qui codent pour une
protéine régulatrice de la transposition
(OrfA) et une protéine de fonction in-
connue (OrfB). B. Transposons compo-
sites. La séquence interne (notée XX)
des transposons composites, conte-
nant des géenes de résistance aux anti-
biotiques ou aux métaux lourds, ou
des genes cataboliques, est localisée
entre deux IS. C. Transposons non
composites. tnpA et tnpR codent res-
pectivement pour la transposase et la
résolvase. Les boites rouges indiquent
le site d’action de la résolvase (res) et
les triangles aux extrémités, les IR,
sites d’action de la transposase. On
distingue deux types de structure se-
lon la position relative de tnpA et tnpR.
D. Tn7. Les fleches représentent les
génes de la transposase. IRL, IRR: sé-
quences terminales en répétition in-
verse. int, ant: génes de [lintégron
contenu dans ce transposon. E. Tn916.
Ce transposon conjugatif porte 22 orfs,
dont les genes de l'intégrase et de I'ex-
cisionase int et xis (en noir), le gene
tetM de résistance a la tétracycline et
sa séquence leader (en rouge), trois
orfs (en rose) présentant respective-
ment des similitudes avec un géne qui
code pour une sous-unité d28 de
I’ARN-polymérase, une protéine de
surface (p60) et une protéine impli-
quée dans le transfert conjugatif
(MbeA). Les régions nécessaires a la
translocation, la conjugaison ou les
deux sont indiquées par: T, Tra, Tra/T;
oriT : origine de transfert. Chaque ex-
trémité du transposon porte une IR.
F. Mu. Représentation discontinue ne
prenant en compte que les régions im-
pliquées dans la transposition. A, B, c,
ner: genes codant pour la transposase
(pA), la protéine activatrice de la trans-

posase (pB) et les répresseurs Repc et ner. ¢ et ner sont séparés par une région régulatrice contenant les opérateurs O1,
02 et O3 (en rouge) qui, chez le prophage, sont liés au répresseur Repc. O1 et O2 constituent la séquence IAS, activa-
trice de la transposition. Les extrémités attL et attR du phage contiennent chacune 3 motifs similaires de 22 pb (L1, L2,
L3 et R1, R2, R3) (fleches noires) reconnus par la transposase. G. Intégrons. L’intégron, constitué d’un géne int (rec-
tangle blanc) codant pour l'intégrase, d’un site d’action de l'intégrase (attl) (rectangle rouge) et d’un promoteur (pant),
est représenté séparé ou associé a une cassette (rectangle bistre). Celle-ci contient des génes de résistance aux anti-
biotiques (ant) et I'élément de 59 paires de base utilisé comme site de recombinaison pour l'intégration (carré noir).
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tion, les transposons de cette famille
contiennent un intégron qui, comme
nous le verrons plus loin, leur per-
met de piéger des informations géné-
tiques auxiliaires, principalement des
genes de résistance aux antibiotiques
[15, 16].

Transposons conjugatifs

Les transposons conjugatifs (TnC)
sont des éléments chimériques qui
cumulent les propriétés d’intégration
des bactériophages et les propriétés
de transfert des plasmides conjuga-
tifs. Les TnC ont initialement été
identifiés comme agents responsables
de la dispersion des résistances aux
antibiotiques chez les bactéries a
Gram positif en milieu hospitalier
[17]. Cependant, la description
récente de nouveaux éléments de ce
type, chez Bacteroides [18] et Salmonel-
la [19], suggere qu’ils existent aussi
chez les bactéries a Gram négatif.
Tn916, le TnC le mieux caractérisé, a
largement contribué a notre compré-
hension de la structure et de la mobi-
lité des éléments de ce type. Ils peu-
vent exister sous deux formes: I'une
linéaire intégrée au génome de
I’héte, et Pautre circulaire libre, qui
est vraisemblablement la forme
conjugative [17, 20]. Tous les TnC
portent un geéne int. Généralement
localisé a I'une des extrémités de
I’élément, il code pour une intégrase
qui catalyse I’excision et I'intégration
de la forme circulaire du transposon.
Les TnC comportent, en outre, une
batterie de génes impliqués dans le
transfert conjugatif et une origine de
transfert qui ne présentent pas de
similitude avec les systemes de trans-
fert plasmidiques [17, 18] si ce n’est
dans le cas du transposon biphényle
Tn4371 dont deux genes de transfert
au moins sont apparentés a ceux des
plasmides de groupe IncPa [21].
Notons finalement que chez les TnC,
la présence de séquences IR aux
extrémités est fréquente, mais pas
générale.

Bactériophages transposables :

cas du phage Mu

Mu (pour «mutateur») est le plus
connu d’un petit groupe de phages
tempérés transposables aussi appelés
phages mutateurs en raison des
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mutations créées lorsqu’ils s’inte-
grent au hasard dans le génome de
la bactérie hote [22]. Intégré, Mu
peut persister sous forme de propha-
ge latent, comme tout phage tempé-
ré. Son intégration est une transposi-
tion, dans laquelle n’est impliquée
qu’une petite partie de son génome :
les deux extrémités aitl et atiR, et
deux génes codant respectivement
pour une transposase (pA) et une
protéine activatrice de la transposi-
tion (pB) (figure 1). A I’état de pro-
phage, la transcription de ces deux
génes est réprimée par un répres-
seur, lui-méme codé par le phage.
Lorsque le phage rentre en phase
lytique, la transcription des geénes
viraux est déréprimée. Le génome
de 38,5kb est amplifié par un méca-
nisme de transposition réplicative
(voir plus loin). Le reste du génome
phagique contient les geénes qui
interviennent dans la phase tardive
du développement lytique (essentiel-
lement la synthése des protéines
d’enveloppe, ’encapsidation de
I’ADN dans les particules virales et la
lyse de la cellule hote). Les phages
mutateurs partagent avec les TnC la
propriété de pouvoir se transférer
entre cellules. Le mode de transfert
est cependant complétement diffé-
rent puisque les premiers utilisent la
conjugaison alors que les seconds
utilisent des cycles de lyse et d’infec-
tion.

Intégrons

Contrairement aux transposons, les
intégrons sont plutdt des «éléments
mobilisateurs » que des éléments
transposables proprement dits. Nous
ne les discuterons donc pas en détail
ici, sinon pour rappeler qu’ils rési-
dent sur les chromosomes, les plas-
mides ou les transposons, et piegent
des séquences d’ADN appelées «cas-
settes », en aval du promoteur (Pant)
situé immédiatement en amont de
att 1. Ce sont les cassettes qui sont
mobiles bien qu’elles ne véhiculent
pas les geénes qui gouvernent leur
mobilité. Les intégrons sont consti-
tués d’'un geéne codant pour une inté-
grase et d’un site d’action pour cette
enzyme, aft I. Un autre site d’action
de l'intégrase appelé «élément de
59 paires de bases», localisé sur la

cassette, permet a ’enzyme de cataly-
ser 'intégration ou I'excision des cas-
settes mobiles dans l'intégron [23].
att I et I’élément de 59 paires de
bases ne partagent que tres peu de
similitude. Les cassettes contiennent
le plus souvent un gene de résistance
aux antibiotiques [24].

Mention spéciale: phages tempéreés,
plasmides intégratifs

et ilots de pathogeénicité

Les phages tempérés ont depuis
longtemps été considérés par cer-
tains auteurs comme des éléments
transposables [25]. Ce point de vue
se justifie pleinement aujourd’hui,
au vu des propriétés structurales et
fonctionnelles que ces éléments par-
tagent avec les TnC et les phages
mutateurs. En effet, TnC et phages
lambdoides partagent le méme
mécanisme d’excision/intégration
catalysé par une enzyme de la famil-
le des intégrases (voir plus loin).
Phages lambdoides et mutateurs
partagent quant a eux le méme
mode de transfert intercellulaire
par cycle lytique et infection. On
note également des similitudes
entre les transposons conjugatifs et
les plasmides intégratifs, qui codent
tous deux pour une intégrase [26].
I1 est d’ailleurs de plus en plus diffi-
cile d’établir une barriere entre les
TnC et ces plasmides qui ne se dis-
tinguent que par le fait que les
seconds peuvent résider dans leur
hote, soit intégrés dans le génome,
soit sous la forme d’un plasmide
alors que les premiers n’ont, a ce
jour, jamais été trouvés sous la
forme de plasmide.

A ces nouveaux membres de la gran-
de famille des éléments transposables
s’ajouteront sans doute prochaine-
ment les ilots de pathogénicité. Iden-
tifiés dans les chromosomes ou les
plasmides de virulence de bactéries
pathogenes des animaux aussi bien
que des plantes, ces ilots contiennent
les génes codant pour les protéines
responsables de l’interaction du
pathogene avec sa cellule hote euca-
ryote. Ils sont associés, soit a un gene
codant pour une intégrase, soit a une
ou plusieurs séquences IS, ce qui sug-
gere qu’ils puissent étre transpo-

sables [27].
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Les mécanismes de transposition

On entend par transposition, tout
événement au cours duquel une
enzyme de recombinaison spéciali-
sée, ou recombinase, reconnait spéci-
fiquement les extrémités d’une entité
d’ADN et catalyse son transfert d’un
site donneur vers un site cible. Trois
types de recombinases ont été définis
en fonction de leur activité enzyma-
tique: les transposases, les intégrases
et les résolvases/invertases. Ces
recombinases déterminent le méca-
nisme de la transposition qui peut se
faire par excision/intégration, étre
conservative ou opérer de facon
réplicative [5, 28, 29].

¢ L’excision/intégration ne fait inter-
venir aucune synthése d’ADN et est,
en ce sens, un mode de transposition
conservatif. Elle opére en deux
étapes indépendantes catalysées par
la méme recombinase, I'intégrase.
Au cours de la premieére étape, 1’élé-
ment transposable s’excise du répli-
con donneur sous la forme d’un
intermédiaire circulaire résultant de
la liaison covalente des deux extrémi-
tés tandis que le réplicon donneur
est réparé par ligature des fragments
de jonctions. L’intégration quant a
elle, correspond au processus inverse
de l'excision (figure 2).

* La transposition conservative
implique que I’élément transposable
quitte le réplicon donneur pour se
réinsérer au site cible (figure 2). Le
départ du transposon laisse une
breche dans le réplicon donneur qui,
de ce fait, sera perdu a moins qu’une
autre copie du réplicon ne soit pré-
sente dans la cellule hote et ne puis-
se servir de réplicon modele pour
une conversion génique. Celle-ci per-
mettra alors de réparer la breche a
partir de la copie du transposon pré-
sente sur le répliconmodele [30].
Apres transposition et réparation, il y
aura donc deux copies du transposon
dans la cellule, I'une dans le réplicon
donneur, 'autre dans le réplicon
cible.

¢ La transposition réplicative se dis-
tingue de la précédente par le fait
que I’élément transposable ne s’exci-
se pas du réplicon donneur. Ily a for-
mation d’'un «co-intégrat» ou répli-
cons donneur et cible sont fusionnés

m/s n°8-9, vol. 15, aott-septembre 99
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Figure 2. Les différents modes de transposition : excision/intégration, trans-
position réplicative et transposition conservative. Les réplicons cibles peu-
vent correspondre a des plasmides ou des chromosomes. L’élément trans-
posable présent initialement sur le réplicon donneur est représenté par un
cadre bordé de deux triangles et son orientation est arbitrairement définie
par une fleche. L’encart illustre la réparation du réplicon donneur par conver-
sion génique lors de la transposition conservative. Les barres noires repré-
sentent les sites res qui interviennent dans la résolution de co-intégrat lors
de la transposition réplicative. Voir figure 4 pour une présentation du méca-
nisme moléculaire des transpositions conservative et réplicative.
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par l'intermédiaire de deux copies
du transposon dans la méme orienta-
tion. Généralement, cette structure
ne persiste pas et une recombinaison
entre les deux copies du transposon
«résout» le co-intégrat en un répli-
con donneur identique a l’originel
avant transposition, et un réplicon
cible alourdi d’une copie du transpo-
son (figure2). Cette résolution fait le
plus souvent intervenir une recombi-
naison spécifique du site catalysée
par une résolvase codée par le trans-

s DOsON ¢t qui agit au niveau d’un site

\

res également porté par le transposon
[29]. Dans certains cas, une intégrase
qui reconnait et agit sur un site att,
remplace cette résolvase [12]. La
résolution peut aussi étre assurée par
les enzymes de recombinaison homo-
logue de la bactérie hote.

Transposase et transposition

Les transposases sont peu conservées
dans leur séquence primaire, mais
contiennent tres souvent un motif
conservé DD-E, ou le résidu glutama-
te (E) est généralement séparé des

Figure 3. Mécanisme du transfert de
brin catalysé par les transposases.
Une jonction transposon/réplicon
cible est représentée liee a un mo-
nomere de transposase (cercle
bistre) avec son motif DDE liant des
ions Mg?. Une molécule d’eau agit
comme nucléophile pour rompre
une liaison phosphodiester et libérer
I'extrémité 3-OH du transposon.
Cette extrémité 3’-OH conduit une
deuxiéme attaque nucléophile, de
transestérification, au niveau du site
cible. L’extrémité 3’-OH libérée au
niveau du site cible sert de point de
départ pour une réparation (transpo-
sition conservative) ou une duplica-
tion (transposition réplicative).

deux résidus aspartate (D) par
35acides aminés. Ce motif fut origi-
nellement identifié au sein des inté-
grases de rétrovirus qui appartien-
nent a cette famille d’enzymes. Il est
impliqué dans la liaison de deux ions
métalliques bivalents et fait partie du
site catalytique de I’enzyme [31].

Le mécanisme d’action de la transpo-
sase est particuliecrement bien étudié
dans le cas du bactériophage Mu. Sous
forme monomérique, la transposase
MuA se lie a 'ADN phagique, au
niveau des extrémités et d’'une séquen-
ce activatrice de la transposition (IAS)
pour former un complexe nucléopro-
téique appelé «transpososome ».
Cependant, la transposase n’est active
pour le transfert de brin que sous la
forme tétramérique [32]. Le Mg*
piégé par le motif DD-E interagit alors
avec les extrémités de I’élément et fra-
gilise un pont phosphodiester qui
devient sensible a une attaque nucléo-
phile par une molécule d’eau (figure3).
La réaction libére les extrémités 3’-OH
de 'ADN phagique qui lancent une
seconde attaque nucléophile contre les
ponts phosphodiester de ’ADN cible y
libérant des extrémités 5’-P sortantes. A
I'issue de cette seconde réaction, les
deux extrémités 3’ de Mu sont liées
aux deux extrémités 5’ du site cible. Ce
scénario de coupures et transestérifica-
tions se retrouve pour toutes les trans-
posase a motif DD-E [5, 31, 33]. Toutes
initient la réaction de transfert de brin
en libérant les extrémités 3-OH du
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Figure 4. Transposition conservative
et réplicative. A. Transposition
conservative. Les deux brins du
transposon, le réplicon donneur et
le réplicon cible sont respective-
ment représentés par des rectangles
blancs, des traits fins (noirs) et des
traits épais (rouges). La transposase
clive chaque jonction entre transpo-
son et réplicon donneur, ce dernier
étant libéré sous la forme d’une mo-
lécule linéaire. Selon les cas, le
2¢ brin est clivé a chaque extrémité
du transposon qui est alors libéré
sous une forme linéaire, ou les ex-
trémités 3’-OH se lient aux brins op-
posés du transposon qui se retrouve
sous la forme d’une épingle a che-
veux. Dans le premier cas, les extré-
mités 3-OH attaquent et se lient a la
cible en libérant des extrémités
3’rentrantes. Dans le second, les
épingles sont ouvertes aux extrémi-
tés, avec formation d’extrémités
3’-OH qui attaquent la cible comme
dans le premier cas. Les séquences
d’ADN simple brin correspondant
au site cible et qui flanquent |’élé-
ment sont réparées par réplication,
ce qui génére une courte répétition
directe a chaque extrémité du trans-
poson. B. Transposition réplicative.
La transposase introduit une coupu-
re simple brin au niveau des jonc-
tions transposon/réplicon donneur.
Comme précédemment, les extrémi-
tés 3’-OH de I’élément attaquent et
clivent le site cible en engendrant
des extrémités 5’ sortantes et se
lient a ces dernieres. La structure
qui en résulte est le complexe de
transfert de brin ou STC (pour
strand transfer complex). Une répli-
cation semi-conservative initiée aux
extrémités 3-OH de la cible se pro-
page a travers le transposon engen-
drant un co-intégrat qui contient
une duplication du site cible. La ré-
solution du co-intégrat (voir figure
2) laisse une copie du transposon
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sur le réplicon donneur et I'autre, flanquée de la duplication, sur le réplicon cible.

transposon. En revanche, dans certains
cas (IS10 et 1S50, de la famille IS4,
dont deux copies bordent respective-
ment les transposons TnI0 et Tn5), la
seconde attaque nucléophile ne se fait
pas sur PADN cible mais bien sur le 2°
brin de la double-hélice qui a subi la
premiere coupure, libérant ainsi le
transposon sous forme libre. A chaque
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extrémité de 1’élément, une nouvelle
attaque nucléophile libére a nouveau
une extrémité 3’-OH qui attaque la
cible. Ce mécanisme est tout a fait sem-
blable a celui des recombinaisons VD]
au sein des génes codant pour les
immunoglobulines [33, 34]. Chez
d’autres transposons, enfin, le second
brin de l'extrémité est clivé, libérant

une extrémité 5’-P (figure 4A). C’est par

exemple le cas chez Tn7. Au sein de
I’hétéromultimere qui constitue la
transposase (voir plus haut) la protéine

TnsB produit 'extrémité 3’-OH et c’est

la protéine TnsA qui engendre I'extré-

mité 5-P [5].

Une caractéristique constante des
transpositions réplicatives et conser- m—

Vi



vatives catalysées par les transpo-
sases, est la duplication, de part et
d’autre de I’élément intégré, de
quelques paires de bases définissant
le site cible [35]. Celui-ci subit une
coupure décalée 5’sortante a la suite
de la liaison covalente des extrémi-
tés 3’-OH du transposon, libérant
des extrémités 3’-OH au site cible.
Comme elles servent d’amorce a la
réplication de ’ADN par la machi-
nerie de I’hote, les trous laissés par
la coupure décalée de la cible sont
comblés, engendrant cette duplica-
tion. En revanche, selon que la
transposase a ou n’a pas clivé
I'extrémité 5’ du transposon, la
transposition sera conservative ou
réplicative (figure 4). Dans le pre-
mier cas, les deux brins d’ADN du
transposon sont simultanément
désolidarisés du site donneur et la
synthése d’ADN s’arréte au niveau
du transposon qui n’est pas répliqué
(transposition conservative). Si en
revanche, le second brin du transpo-
son n’est pas clivé, la synthése
d’ADN débutée a I'extrémité 3’-OH
de la cible se poursuit a travers le
transposon et le duplique, engen-
drant un co-intégrat (transposition
réplicative). Ce mécanisme, proposé
a Porigine par Shapiro [36], est uti-
lisé par le phage Mu [22, 37], par les
transposons non composites qui
constituaient la classe II [38] et par
Tn7 lorsque sa protéine TnsA est
inactivée [5].

Intégrases et intégration

Les intégrases interviennent dans
Iexcision et l'intégration des trans-
posons du genre conjugatif (figure 2).
Selon un modéle initialement propo-
sé pour Tn916 [20], ce processus est
analogue a celui qu’utilisent les bac-
tériophages tempérés de type A lors-
qu’ils s’intégrent ou s’excisent du
génome bactérien [39]. Tout comme
les transposases, les intégrases for-
ment une famille d’enzymes aux
séquences primaires faiblement
conservées mais dont quatre résidus,
qui forment le site catalytique, sont
pratiquement invariants. Ces quatre
résidus sont localisés dans deux
domaines de la moitié carboxy-termi-
nale de 'enzyme [40]. Le domaine I

messsm—s contient une arginine (R) et le

Vi
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domaine II une histidine et une argi-
nine (HxxR) séparées d’une tyrosine
(Y) par 34 a 40 acides aminés. Quatre
protomeres d’intégrase sont néces-
saires pour catalyser une recombinai-
son spécifique du site entre deux
molécules d’ADN (figure 5A). Chacun
d’eux se lie a la moitié d’un site de
recombinaison pour former un com-
plexe synaptique. Les résidus RHR
du site actif de deux des quatre pro-
tomeres fragilisent une liaison phos-
phodiester de ’ADN qui devient sen-
sible & une attaque nucléophile par
la tyrosine catalytique. Il en résulte
un premier clivage de brin a l'issue
duquel le résidu tyrosine est lié a
I'extrémité clivée 3’ de ’ADN par
une liaison 3’-phosphotyrosyl (figu-
re5B). L’autre extrémité, libérée sous
forme 5’-OH, met en route l'attaque
nucléophile d'un phosphotyrosyl sur
un complexe intégrase/ADN adja-
cent, reformant ainsi une liaison
phosphodiester ADN/ADN et une
jonction de Holliday (figure5C).
Ensuite, les deux autres protomeres
d’intégrase se mettent (peut-étre par
I'isomérisation de la jonction de Hol-
liday) en position d’effectuer un
second échange de brins par un pro-
cessus identique (figure5D). Les
quatre protomeres d’intégrase se dis-
socient alors du complexe et libérent
la structure d’ADN recombinante
(figure 5E). L’intégration d’une struc-
ture circulaire catalysée par I'intégra-
se est un phénomeéne réversible, la
réaction inverse étant l'excision de
I'élément intégré.

Toute intégration/excision catalysée
par une intégrase met en jeu un site
d’ADN de 20 a 30 pb appelé «site
coeur » dont 'organisation est illus-
trée dans la figure 6. Riche en AT, il
se compose généralement de deux
domaines de liaison pour l'intégrase,
arrangés en répétition inverse autour
d’un site de clivage appelé «région
de chevauchement» chez A ou
«séquences associées» chez Tn916.
Comme lillustre Tn 916, cette courte
séquence de 6 a 8 pb n’est pas systé-
matiquement identique entre le site
coeur de I'élément et celui de la cible
bien qu’elle le soit dans le cas du
phage A. D’autres sites de liaison
pour l'intégrase et les protéines
accessoires participant a la recombi-

naison flanquent le site coeur. Chez
le phage A par exemple, on compte
trois sites supplémentaires pour la
liaison de I'intégrase et trois sites de
liaison pour la protéine IHF. Celle-ci
courbe ’ADN, permettant le posi-
tionnement correct des protomeres
d’intégrase (figure 6A, B). Le site
coeur et 'ensemble des sites de fixa-
tion de l'intégrase et de IHF consti-
tuent le site d’attachement atP.
Chez Tn916, 'excision débute par
des coupures, décalées de 5 a
6nucléotides a chaque jonction entre
I’élément et son site d’insertion. Les
séquences associées, non homo-
logues, se retrouvent en vis-a-vis dans
I'intermédiaire circulaire ou elles for-
ment une courte région non appa-
riée (figure7). Au niveau de I’ancien
site d’insertion, les deux séquences
simple brin, engendrées par la cou-
pure décalée, sont réunies et ligatu-
rées, formant, elles aussi, une courte
zone non appariée. La réplication
rétablit les appariements mais pro-
duit deux types de molécules, I'une
contenant la séquence initiale,
l’autre contenant une séquence diffé-
rente. Un phénotype muté peut donc
persister dans 50 % de la descendan-
ce de la cellule qui a subi I'excision
de I’élément [20].

Quand Tn916 s’integre, séquences
associées et séquences cibles sont de
nouveau clivées de maniere décalée
(5 a 6 nucléotides) et liées les unes
aux autres. Deux nouvelles zones de
non appariement apparaissent entre
les séquences cibles et les séquences
associées apportées par le transposon
(figure 7). Ici encore, une réplication
de 'ADN pourra restaurer ’apparie-
ment. Parce que les séquences asso-
ciées ne sont complémentaires ni
entre elles ni de la séquence cible,
I'insertion de Tn916 (ou de transpo-
sons apparentés) n’engendre pas de
«duplication » du site cible, contrai-
rement a ce qui se passe avec les réac-
tions catalysées par les transposases.
La différence entre le phage A et les
transposons conjugatifs tient a la
capacité de leur intégrase de tolérer
les mauvais appariements au niveau
des séquences qui recombinent. La
variation de la spécificité d’insertion
entre éléments qui utilisent un inté-
grase pourrait étre directement liée a
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Premier clivage de brin

Figure 5. Mécanisme du transfert de brin catalysé par les intégrases. A. Les
deux molécules d’ADN intervenant dans la recombinaison spécifique du site
sont respectivement représentées par des lignes grises et rouges. Un dimére
d’intégrase est lié a chaque site cceur. Chaque monomere contient un site ca-
talytique RHRY et catalyse le transfert d’un brin d’ADN. B. L’attaque nucléo-
phile d’une liaison phosphodiester (P) par la tyrosine du site actif (Y) conduit
au clivage d’un brin sur chaque molécule d’ADN. Deux liaisons phosphoty-
rosyles sont formées et des extrémités 5’-OH sont libérées. C. Ces extrémités
initient une nouvelle attaque nucléophile, au niveau des liaisons phosphoty-
rosyles du brin opposé, reformant des liaisons phosphodiester et créant une
jonction de Holliday. D et E. Deux autres attaques nucléophiles, au niveau
des deux autres protomeres d’intégrase, conduisent au second échange de
brin comme décrit en B et C, générant la structure recombinante finale ou les
deux molécules d’ADN initiales sont fusionnées.
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cette tolérance, les éléments les
moins spécifiques ayant les intégrases
les plus permissives. En outre, la simi-
litude des sites coeur des séquences
recombinées lors de l'intégration va
de pair avec celles des séquences
flanquant I’élément inséré. La pré-
sence de séquences répétées de part
et d’autre de certains TnC pourrait
donc refléter le degré d’identité
nécessaire entre les deux sites impli-
qués dans la recombinaison. Outre
leur richesse en AT, les sites de diffé-
rents éléments utilisant une intégrase
ne présentent pas de similitude.

Résolvases et invertases

La grande majorité des transposons
qui utilisent la transposition réplicati-
ve et produisent des co-intégrats résol-
vent ces derniers en deux molécules,
par une recombinaison spécifique du
site catalysée par une «résolvase »
(figure 2). Les résolvases appartiennent
a la méme famille d’enzymes que les
invertases. Les premiéres agissent sur
des séquences en orientation directe
appelées res. Les mieux caractérisées
sont celles codées par Tn3 et y& Les
secondes recombinent des séquences
en orientation inverse (aussi appelées
IR bien qu’elles n’aient rien de com-
mun avec celles qui sont reconnues
par les transposases) provoquant
I'inversion du segment d’ADN qui les
sépare. Ce type de recombinaison, qui
se produit indépendamment de toute
transposition, peut connecter ou
déconnecter un géne de son promo-
teur, permettant ainsi ’expression
alternative de deux génes. L'invertase
de Mu (Gin) assure par exemple
I’expression alternative de deux
couples de geénes impliqués dans la
synthése des protéines qui forment les
fibres de la particule virale, ce qui
étend le spectre d’hote du virus. Une
autre invertase (Hin) détermine le
changement sérotypique de Salmonel-
la [42]. La recombinaison spécifique
du site ne se borne donc pas a pro-
mouvoir la mobilité de séquences
d’ADN. Elle intervient dans d’autres
fonctions biologiques (pour plus de
détails, voir [12]).

Contrairement aux transposases et
aux intégrases, les résolvases et les
invertases ont des séquences en acides

aminés semblables. Toutes contien- m— — —
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nent une sérine catalytique en posi-
tion 10 et, a I'extrémité carboxy-termi-
nale, un motif de liaison a PADN par
lequel elles se fixent respectivement
aux sites res ou IR. Ceux-ci sont aussi
apparentés par leur séquence nucléo-
tidique et leur organisation. Les sites
res sont constitués de trois sous-sites.
La réaction de transfert de brin se fait
au sein du site I (figure§). L’assembla-
ge du complexe de résolution met en

s jeu 6 dimeres de résolvase, et deux

X

sites res dans la méme orientation et
localisés sur la méme molécule
d’ADN (figure 8A). Lors de I’échange
de brin, le radical hydroxyle de la séri-
ne catalytique initie une attaque
nucléophile sur PADN et introduit
une cassure double-brin décalée de
2paires de bases. La sérine forme un
lien covalent 5’-phosphosérine avec
I’ADN, libérant des extrémités 3’-OH
sortantes (figure 8C). Celles-ci servent
ensuite de nucléophile pour rompre

Figure 6. Structure des sites att du
phage A et du transposon Tn916.
A. Structure des ADN substrats de la
recombinaison par [lintégrase du
bactériophage A. Le site minimum de
recombinaison est le site cceur (20 a
30pb), qui constitue le site spéci-
fique d’insertion du génome de A sur
le chromosome de E. coli K12, attB.
B. Sur le génome du phage, la région
impliquée dans la recombinaison,
attP, contient de nombreux sites per-
mettant la liaison des protéines ac-
cessoires IHF, FIS et Xis. Les rec-
tangles blancs ou rouges et les
triangles noirs représentent respecti-
vement les sites de fixation des do-
maines carboxy- et amino-terminaux
de l'intégrase. C. Chez Tn916, com-
me chez A, il existe deux types d’in-
teractions ADN/intégrase. Ces inter-
actions mettent en jeu des domaines
différents de l'intégrase et des sé-
quences différentes sur I'ADN. Les
symboles sont les mémes que dans
la section B.

la liaison 5’P-Ser du double-brin par-
tenaire, libérant la recombinase et ter-
minant la réaction d’échange de brin
[29].

Le mode d’action des invertases est
semblable a celui des résolvases, a la
différence prés que l’inversion
n’implique que deux dimeéres d’inver-
tase. Chacun d’eux se lie a I'un des
sites IR qui doivent aussi étre sur le
méme ADN circulaire pour pouvoir
se recombiner. L’assemblage du com-
plexe d’inversion est optimisé par la
présence de protéines qui courbent
I’ADN, FIS dans le cas de l'invertase
Gin de Mu, FIS et HU dans le cas de
I'invertase Hin de Salmonella [29].

La transposition :

variation sur le theme couper-coller

Les recombinaisons catalysées par les
transposases, les intégrases ou les
résolvases/invertases partagent des
caractéristiques communes tout en
ayant des mécanismes d’action diffé-
rents. Toutes catalysent des réactions
de transestérification, au cours des-
quelles I’énergie libérée par la pre-
miere attaque nucléophile est conser-
vée pour effectuer le transfert de
brin. Intégrases et résolvases/inver-
tases catalysent une réaction en deux
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Figure 7. Modéle d’excision et intégration du transposon Tn916. Deux cou-
pures décalées surviennent 6 bases au-dela de chaque extrémité de transpo-
son (carrés et cercles). Ces six bases constituent les séquences associées.
Les deux extrémités du transposon sont ligaturées pour former un intermé-
diaire circulaire. Les renflements indiquent des zones non appariées (cercle
blanc, carrés rouges). Deux nouvelles coupures décalées ouvrent la structure
circulaire et le site cible (triangles). La ligature du transposon dans sa cible
produit a nouveau deux zones non appariées (triangles-carrés) qui sont ré-
solues lors de la réplication de I'ADN. Lors de son excision, le transposon
laisse derriere lui une courte séquence non appariée, complémentaire de cel-
le qu’il a emportée (cercles rouges, carrés blancs). Elle est résolue par la ré-
plication, engendrant deux types de séquences dont "'une seulement est la
séquence sauvage avant l'insertion. Un géne peut donc rester muté aprés
I’excision du transposon.

étapes et assurent la conservation de
I'énergie entre les étapes en formant
un intermédiaire covalent avec I’ADN.
Les transposases, en revanche, assu-
rent la transestérification en une

grases produisent des extrémités 5-
OH. Les résolvases effectuent des
coupures décalées de 2 paires de
bases et transferent deux brins
d’ADN simultanément alors que les

étape. Les transposases et les résol-
vases/invertases engendrent des
extrémités 3’-OH, alors que les inté-
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intégrases comme celle du phage A
transférent un brin pour produire
une jonction de Holliday, le second

transfert de brin ne s’effectuant
qu’aprées une migration de branche
au sein de cette jonction.

Au sein des trois familles de recombi-
nases, on trouve cependant des
enzymes qui sont treés spécifiques
dans le choix de leur site d’action (la
transposase de Tn7 et I'intégrase de
A par exemple), et d’autres qui le
sont beaucoup moins (la transposase
de Mu ou l'intégrase de Tn916).
L’évolution semble donc avoir joué
de la méme maniere sur ces familles
de protéines, peut-étre pour tendre a
un équilibre entre le fardeau que
représente, pour la cellule hote, la
persistance de I’élément qui modifie
et mute son génome et le bénéfice
que cette cellule peut tirer de la pré-
sence de I’élément.

Conséquences génétiques
de la mobilité des transposons

A coté de leur role adaptatif dans
I’amplification et la dispersion de
génes ou groupes de geénes a forte
valeur sélective (résistances aux anti-
biotiques, voies cataboliques, toxines,
geénes de virulence, etc.), les élé-
ments transposables ont inéluctable-
ment des effets mutateurs sur les
génomes cibles. Comme ils contien-
nent des signaux d’arrét de la traduc-
tion et de la transcription, ils inacti-
vent le géne cible et tous ceux du
méme opéron localisés en aval du
site d’insertion, phénomene qui a été
a l'origine de leur découverte. En
outre, ces €léments contiennent des
promoteurs dont certains dirigent
I’expression des genes de I'élément
et d’autres pointent vers 'extérieur
de I’élément et peuvent transcrire
I’ADN de I’hoéte localisé en amont ou
en aval du site d’insertion. Certains
genes cryptiques de I’hote peuvent
donc étre activés lorsqu’un IS ou un
transposon s’insére en amont,
comme c’est le cas pour I'opéron bgl
de E. coli [42]. De méme, des génes
cryptiques localisés sur 1I’élément
peuvent étre exprimés a partir d’un
promoteur de I’hote situé aux abords
du site d’insertion.

Présents a plus d’une copie sur un
génome, les éléments transposables
(et plus particulierement les
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Figure 8. Recombinaison catalysée par les résolvases. A. Topologie de ’ADN
lors de I’association de 6 diméres de résolvase et de deux sitesres. I, Il et lll :
sites de fixation d’un dimére de résolvase (voir texte pour plus de détails).
Chaque boule bistre représente un monomére de résolvase. B. Organisation
des sites |, Il et Ill sur I’ADN linéaire. C. Détails de la réaction de recombinai-
son au site I. La sérine catalytique de chaque monomere de résolvase lance
une attaque nucléophile sur un brin d’ADN, libérant une extrémité 3’-OH sor-
tante et forme avec I’ADN clivé un complexe covalent 5-phosphosérine. Les
extrémités 3’-OH lancent ensuite une attaque nucléophile sur la liaison phos-
phosérine de I'autre ADN, réalisant le transfert de brin. La réaction entraine
une modification du superenroulement de I’ADN recombiné.

séquences IS) engendrent de ce fait
des zones d’ADN homologues. Au
sein d'un méme réplicon, le systéme
de recombinaison homologue de
I’hdte, en agissant sur ces zones
d’homologie au niveau de deux
copies placées dans la méme orienta-
tion, provoquera une délétion et
donc la perte d’information géné-
tique. En revanche, une recombinai-

sssssmm— son entre deux copies en orientation

Xl

inverse d’'un méme élément provo-
quera l'inversion de la séquence
d’ADN comprise entre ces éléments,
ce qui peut avoir une incidence sur
I'expression de certains genes qui se
retrouveraient par exemple connec-
tés a un nouveau promoteur.

La transposition réplicative, lors-
qu’elle s’effectue entre deux répli-
cons (réaction intermoléculaire)
passe par la formation d’un co-inté-

grat au sein duquel les deux répli-
cons sont fusionnés (figures 2 et 4).
La méme réaction, lorsqu’elle se
produit entre un transposon et un
site cible du méme réplicon (réac-
tion intramoléculaire), provoque la
perte ou linversion d’un segment
de ce réplicon. La transposition
réplicative s’accompagne donc
d’un remaniement profond de la
structure du génome de la bactérie
hote.

Les transposons ont donc d’impor-
tants effets déléteres pour I’hote qui
les héberge et leur pérennité nécessi-
te une régulation drastique de leurs
activités. Ce ne sont cependant pas
des éléments génétiques purement
« égoistes », dans la mesure ou
I’acquisition de nouveaux genes sous
la forme d’éléments transposables est
une voie majeure d’adaptation des
bactéries a 'accumulation de sub-
stances toxiques dans leur environne-
ment.

On sait aussi depuis peu que des
populations bactériennes clonales
subissent des modifications de leur
génome méme lorsqu’elles sont culti-
vées pendant de trés nombreuses
générations dans un méme milieu.
Des populations dominantes, qui dif-
férent par leur phénotype et leur
génotype, se succedent dans ces cul-
tures a long terme [43]. Les
séquences IS endogeénes semblent
jouer un roéle dans les restructura-
tions du génome qui produisent ces
types dominants [44]. Les éléments
transposables seraient donc une sour-
ce de flexibilité génomique considé-
rable, mise a profit par les cellules
hotes pour répondre aux stress liés a
I’environnement &
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