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L’ARN non codant RsaA
favorise la persistance
et atténue la virulence
de Staphylococcus aureus
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> Commensale de la peau et des muqueuses,
Staphylococcus aureus est surtout
connue pour €tre une bactérie patho-
gene opportuniste de ’homme. €Elle est
responsable de nombreuses infections,
qu’il s’agisse d’atteintes cutanées
bénignes ou d’infections plus profondes
mettant en jeu le pronostic vital. Le
«succes » du développement d’une
infection dépend essentiellement de
I’expression coordonnée et séquentielle
d’une multitude de facteurs de virulence
et de geénes accessoires. Cette coordina-
tion est assurée par un réseau de régu-
lation extrémement complexe composé
de facteurs protéiques mais également
d’ARN régulateurs. Au cours de la der-
niere décennie et grace a I'essor de la
génomique, les ARN régulateurs ont pris
une place prépondérante au sein des
réseaux de régulation, aussi bien chez
les procaryotes que chez les eucaryotes.
Chez les bactéries, ces ARN régulateurs
sont divisés en plusieurs classes : les
ARNm agissant en cis (riboswitches), les
ARN antisens codés sur le méme locus
génétique que leur ARN cible (ARNas),
et les ARN issus de régions intergéniques
(ARNs) [1]. Chez S. aureus, plusieurs
études ont identifié un grand nombre
d’ARN régulateurs codés sur le core
génome et sur les éléments mobiles [2].
Malgré la progression de nos connais-
sances concernant ces ARN et la carac-
térisation du rdole de certains d’entre
eux dans la régulation du métabolisme
et de la virulence, I’élucidation de leurs
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fonctions reste toujours un défi. €n uti-
lisant une combinaison d’approches in
vitro et in vivo, nous avons élucidé le
mécanisme d’action et la fonction de
I’un de ces ARNs, appelé RsaA [3]. Nous
avons montré que RsaA réprime la tra-
duction de I’ARNm mgrA qui code pour
un régulateur transcriptionnel global.
Ce dernier induit des phénotypes qui ont
un rdle clef lors du processus infectieux.

RsaA contréle mgrA, un régulateur
majeur chez S. aureus

Le gene rsaA est situé au niveau d’une
région intergénique [4]. RsaA est un
ARN de 138 nucléotides trés stable com-
posé de 3 tiges-boucles et qui contient
un motif conservé UCCC en simple brin.
Cette séquence a été décrite précédem-
ment dans divers ARN régulateurs comme
étant appropriée pour engager Iinterac-
tion avec la séquence Shine et Dalgarno
des ARNm cibles. RsaA est exprimé lors
de la phase post exponentielle de crois-
sance de la bactérie et s’accumule en
phase stationnaire, sous le contrdle du
facteur alternatif de transcription o5,
Grace a une analyse différentielle du
protéome couplée a la recherche des
interactions ARNm-RsaA, nous avons
caractérisé une des principales cibles de
RsaA, PARNm mgrA. La protéine corres-
pondante est un régulateur pléiotrope
majeur chez S. aureus, responsable de la
régulation positive ou négative de plus
de 100 geénes [5]. RsaA agit comme un
ARN antisens en interagissant avec deux

LCIRI, centre international de recherche

en infectiologie, université de Lyon,

Faculté de médecine-site Laennec,

7, rue Guillaume Paradin, 69372 Lyon, France ;
ZInserm U1111, Lyon, France ;

3 €cole normale supérieure de Lyon, France ;
4 Université Lyon 1, Lyon, France ;

5 CNRS UMRS5308, Lyon, France ;

8 architecture et réactivité de ’ARN,
université de Strasbourg, CNRS, IBMC,
Strasbourg, France;

" Hospices civils de Lyon, Lyon, France ;

8 plate-forme de protéomique, IBMC,
Strasbourg, France.

claire.lays@inserm.fr

régions de "ARNm qui sont essentielles
a la régulation : une interaction boucle-
boucle implique les boucles apicales
des motifs en tige-boucle H1 de RsaA
et IV de 'ARNm mgrA localisé dans la
région codante; la seconde interac-
tion fait intervenir la séquence riche
en C de RsaA avec la séquence Shine et
Dalgarno de ’ARNm mgrA (Figure 1A).
Cette seconde interaction empéche la
fixation du ribosome pour inhiber la
traduction de "ARNm mgrA. Ce duplex
est ensuite dégradé par la ribonuclé-
ase 11l (RNase ). Ce mécanisme d’ac-
tion n’est pas sans rappeler celui de la
régulation de 'ARNm coa par I’ARNIII,
I’effecteur intracellulaire du systeme de
densité cellulaire agr [6]. Par ailleurs,
il est fort probable que RsaA prenne
place dans le réseau de régulation qui
répond & I'ARNIII (Figure 1B). €n effet,
le systeme agr est soumis a de nombreux
signaux externes et intracellulaires. Par
exemple, le facteur 6% et MgrA auraient
une action différente sur le systeme agr,
permettant de relier la réponse au stress
et a la virulence.

RsaA atténue la virulence aigué,

mais facilite la formation d’un biofilm
Régulateur pléiotrope de nombreux
genes, MgrA est connu entre autres
comme activateur de la syntheése de la
capsule (structure facultative externe
permettant a la bactérie de se pro-
téger contre les attaques du systeme
immunitaire) et comme répresseur de
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Figure 1. RsaA et ses réseaux de régulation. A. Schéma résumant le mécanisme de régulation par RsaA. RsaA se fixe a ’ARNm mgrA et inhibe sa

traduction en empéchant la fixation de la petite sous-unité 30S du ribosome, et recrute la RNase |1l pour induire la dégradation du duplex. B. RsaA

est activé par 6% et, en retour, réprime la traduction de MgrA. RsaA est ainsi indirectement relié au réseau de régulation de I’ARNIII, puisque MgrA

active I"expression de I’opéron agrACDB alors que G® le réprime. Les fléches indiquent une activation et les barres une répression. €n bleu sont indi-

qués les régulateurs protéiques, en rouge les ARN régulateurs et en gris les facteurs de virulence. Les lignes rouges correspondent aux régulations

post-transcriptionnelles et les lignes noires aux régulations transcriptionnelles. Les événements de régulation potentiellement indirects sont mon-

trés par les lignes en pointillés. Les structures secondaires de RsaA et de I’ARNIII sont présentées avec leur motifs riches en C qui ciblent les ARNm.

la formation de biofilm (structure tri-
dimensionnelle multicellulaire assu-
rant le maintien local de Pinfection
et participant a la lutte contre le sys-
teme immunitaire et les conditions
environnementales défavorables [7]).
Grace a l'utilisation de mutants pour
RsaA et MgrA, nous avons démontré
par différentes expériences in vitro
que Iinactivation de rsaA réprime la
formation du biofilm tout en activant
la production de capsule via la régula-
tion de la traduction de MgrA. Ces deux
phénotypes sont étroitement liés au
processus infectieux chez I"lhomme. €n
effet, le biofilm est fortement impliqué
dans le maintien des infections chro-
niques (infection sur cathéter et sur
biomatériels implantés [8]) alors que
la capsule est associée aux infections
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aigués (abces, bactériémie). Comme
I’expression de RsaA influence de
maniere opposée la synthese de cap-
sule et la formation de biofilm, nous
avons testé I'impact de cet ARN sur
les deux types d’infections (Figure 2).
Pour cela, nous avons développé deux
modeles d’infections chez la souris, le
modéle d’infection sur cathéter (révé-
lant le rdle du biofilm) et le modéle de
bactériémie par injection intrapérito-
néale (mettant en évidence le rdle de
la capsule). Dans le premier modéle, un
cathéter sous-cutané est infecté chez
la souris par une souche exprimant ou
non RsaA (Figure 2AB). Nous avons suivi
le développement de I’infection dans
le cathéter (Figure 2A) et au niveau
des tissus environnants (Figure 2B).
Seules les bactéries exprimant RsaA se

sont développées au site d’infection
ainsi que dans les tissus environnants,
démontrant que RsaA est impliqué
dans le développement et le maintien
de I’infection chronique. Lors de la
bactériémie expérimentale par injec-
tion intrapéritonéale, nous avons mis
en évidence que I’expression de RsaA
réduisait la persistance de la souche
au site infectieux (Figure 2C) ainsi que
sa dissémination sanguine (Figure 2D).
Ainsi, il apparait que RsaA influence
la virulence de la bactérie en faveur
d’une infection chronique tout en limi-
tant la sévérité de I'infection aigué.
La forte conservation de cet ARN chez
I’ensemble des especes du genre Sta-
phylococcus [9] nous incite & proposer
que le géne codant pour RsaA pourrait
avoir été positivement sélectionné au
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