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>Lsr2, une petite protéine conservée chez les
actinobactéries, joue un role crucial dans la
virulence et I"adaptation des mycobactéries aux
conditions environnementales. Membre de la
superfamille des protéines associées aunucléoide
(NAP), Lsr2 influence I'organisation de I’ADN en
facilitant la formation de boucle chromosomique
in vitro, ce qui suggere qu’elle pourrait étre
un acteur majeur du repliement tridimensionnel
du génome. Lsr2 agit également comme un
facteur de transcription, régulant I’expression de
nombreux génes responsables de la coordination
d’une multitude de processus cellulaires et
moléculaires essentiels chez les actinobactéries.
Tout comme la protéine H-NS, son orthologue
chez les entérobactéries, son rdle de répresseur
transcriptionnel repose probablement sur son
oligomérisation conduisant a la rigidification
de PADN et, dans certaines situations, sur le
pontage de fragments génomiques distants. Ces
mécanismes pourraient perturber le recrutement
de I’ARN polymérase sur les promoteurs ainsi que
I’élongation des transcrits. <

Lsr2 : une protéine conservée
chez les mycobactéries et les actinomycétes

Lsr2 (leprosy serum reactive clone 2) est une petite
protéine de 12 a 15 kDaq, identifiée pour la premiere fois
en 1991 chez Mycobacterium leprae [1, 2]. Au cours des
trois derniéres décennies, cette protéine a été caracté-
risée chez de trés nombreuses autres actinobactéries’,
y compris les mycobactéries [3-5], les streptomycétes
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! La famille des actinobactéries ou actinomycétes est constituée d’une quaran-
taine de genres qui se distinguent les uns des autres essentiellement sur base
de leur morphologie générale qui peut étre extrémement diversifiée. Ce sont des
bactérie Gram-positives formant généralement des hyphes ramifiés et des spores
asexuées.
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[6], les corynébactéries [7], ainsi que les actinobactériophages? [8].
Une étude récente a ainsi révélé que, parmi les 2 951 génomes com-
plets d’actinobactériophages analysés, la protéine Lsr2 était présente
dans plus de 10 % de ces génomes, ce qui suggere I'implication de ces
phages dans I'acquisition du gene [sr2 par leur espéce hote bacté-
rienne [9]. Le séquencage des génomes des mycobactéries a révélé
que Lsr2 est une protéine hautement conservée, avec une identité de
séquences d’acides aminés de plus de 85 %, suggérant une conserva-
tion importante de sa fonction a travers ce genre [4]. Contrairement
aux mycobactéries qui ne possédent qu’un géne, le génome des strep-
tomycétes codent deux paralogues de [sr2 [6].

Lsr2 : un acteur majeur de la virulence des mycobactéries

Jouant un rdle crucial dans sa virulence (Figure 1), Lsr2 a été identifiée
comme un antigéne immunodominant chez M. leprae [1]. Plusieurs
études ont en effet mis en évidence une réponse lymphocytaire T
dirigée contre cette protéine chez les patients souffrant de lepre,
caractérisée par une lymphoprolifération en réponse a de nombreux
peptides de Lsr2 ainsi que par la présence d’anticorps spécifiques
ciblant ces peptides [1, 10, 11]. Parallélement, une forte induction et
une importante sécrétion d’IFN-y (interféron-vy) par les lymphocytes T
CD3" CD4* ont été observées dans des cultures de cellules mononuclées

? Des phages qui infectent des bactéries du phylum Actinobacteria.
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Figure 1. Lsr2, déterminant
physiologique important chez
les mycobactéries. |llustration
des principaux rdles décrits
pour Lsr2 en tant que pro-
téine associée au nucléoide
chez trois groupes de myco-
bactéries : les mycobactéries
pathogénes strictes (Myco-
bacterium leprae et Myco-
bacterium tuberculosis) ; les
mycobactéries opportunistes
(Mycobacterium absces-
sus) ; et les mycobactéries
saprophytes (Mycobacterium
smegmatis). IFN-y : interfé-

ron gamma.

aux antituberculeux

phages

du sang périphérique (PBMC) isolées de patients atteints de I&pre
Iépromateuse et stimulées par différents peptides de Lsr2 [11].

Lsr2 joue un role majeur dans la morphologie et la composition de la
membrane des mycobactéries. U'absence de Lsr2 chez M. smegmatis
altere fortement la morphologie et la taille des colonies en milieux
solides. Elle inhibe également la formation de biofilms, altére la bio-
synthése de certains acides mycoliques, tels que les mycolyl-diacyl-
glycérols qui forment la membrane mycobactérienne, et confere a la
bactérie un phénotype hypermotile [12, 13]. Ces observations peuvent
probablement étre attribuées a un effet indirect de Lsr2, qui semble
jouer un réle dans la régulation de certaines enzymes liées au métabo-
lisme des lipides de la paroi cellulaire [4]. Plusieurs études ont révélé
le role de Lsr2 dans la régulation de génes responsables de la synthése
et du transport des glycopeptidolipides (GPL), des lipides pariétaux
complexes principalement retrouvés chez les mycobactéries non tuber-
culeuses (MNT). Ces composés lipidiques, en quantité importante chez
les MNT, jouent un r6le majeur dans la structuration de leur paroi. La
présence ou 'absence de GPL, qui conditionne respectivement I"exis-
tence de formes lisses ou rugueuses, affecte la motilité, la capacité
de formation de biofilm, ainsi que la virulence des bactéries [14]. La
délétion de [sr2 conduit a une augmentation de la production des GPL
chez M. smegmatis [15].

Le réle de Lsr2 dans la progression et la chronicité de I'infection a
été démontré dans un modele murin de tuberculose. Une absence de
symptomes de la maladie et de Iésions inflammatoires a été consta-
tée dans le tissu pulmonaire de souris infectées par une souche dans
laquelle Lsr2 avait été tronqué de son domaine C-terminal, méme
quatre semaines apres I'infection [16]. Chez M. abscessus, un agent
infectieux émergent dans la mucoviscidose, nous avons précédemment
montré que I’expression accrue de [sr2 dans le morphotype rugueux,
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joue un role significatif dans sa virulence. Lsr2 joue un
role physiologique important, tant dans les morpho-
types lisses que rugueux de M. abscessus, et influence
aussi la croissance intracellulaire de la bactérie au
sein des macrophages et des amibes. Lsr2 contribue
également a la virulence de la bactérie dans le modele
du poisson-zébre et joue un rdle significatif dans sa
persistance dans les poumons de souris infectées [5].
Chez M. abscessus et chez M. tuberculosis, Lsr2 occupe
un role crucial dans la défense des bactéries contre
les espéces réactives de "oxygene, qui font partie des
molécules anti-mycobactériennes les plus puissantes
produites par I’hGte lors de I'infection intracellulaire
des macrophages [5,16].

U'absence de viabilité in vitro des mutants de M. tuber-
culosis délétés de [sr2 a permis de montrer le caractere
essentiel du geéne [sr2 chez cette bactérie [17,18].
Comparativement, chez M. smegmatis [12] et M. abs-
cessus [5], les souches dans lesquelles [sr2 est absent
restent viables en culture planctonique®. Un aspect tout
aussi significatif du réle de Lsr2 dans le contrdle du
cycle cellulaire a été rapporté [13] : pendant la phase
de réplication de ’ADN, Lsr2 est localisée a proximité
des réplisomes, suggérant son implication dans le bon
déroulement de ce processus. Par la suite, Lsr2 migre
vers les poles cellulaires opposés de maniére coor-
donnée avec les ségrosomes, démontrant I'existence
d’un lien entre Lsr2 et le processus de ségrégation des

¥ Bactéries sous forme individualisées, en colonie.
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NAP Réle dans la virulence Références
Régulation de I’expression des genes impliqués dans la croissance intracellulaire de Mycobacterium ,
Lsr2 Résultats personnels
abscessus
H-NS Régulation de I’expression des pili de type Ill et du polysaccharide de la capsule chez Klebsiella [52]
pneumoniae
Fi Régulation de I’expression des génes du systéme de sécrétion de type Il (T3SS) chez Pseudomanas [53]
is
aeruginosa
IHF Régulation de I’expression des genes impliqués dans la biogenese de biofilms de Salmonella enterica [54]
HU Régulation de I’expression du systéme de sécrétion de type IV (T4SS) chez Haemophilus influenzae [55]

Tableau I. Les protéines associées au nucléoide (NAP), facteurs de transcription impliqués dans la virulence des bactéries. Lst2 : leprosy serum

reactive clone 2 ; H-NS : heat-stable nucleoid-structuring protein ; Fis : factor for inversion stimulation ; IHF : integration host factor ; HU : heat

unstable protein.

chromosomes. L'absence de [sr2 a un impact a la fois sur le temps de
réplication et sur la dynamique du réplisome.

L'expression de [sr2 est significative augmentée en réponse a divers
types de stress, tels que la limitation des nutriments, les changements
de température, ainsi que "augmentation du fer et I’hypoxie, favori-
sant ainsi "adaptation de la bactérie aux changements environnemen-
taux [16, 19-22].

Lune des propriétés les plus intéressantes de Lsr2 est sa capacité
a moduler la résistance aux antibiotiques [18]. Chez M. smegmatis,
I’absence de Lsr2 induit une sensibilité accrue a I’acide nalidixique
et a la rifampicine, ainsi qu’'une augmentation de la perméabilité de
la paroi bactérienne vis-a-vis de la vancomycine [22]. Récemment,
notre équipe a observé une sensibilité plus marquée a I"amikacine
liposomale et a la clarithromycine chez les souches de M. abscessus
mutantes pour [sr2 lors d’infections de macrophages suivies de traite-
ments a base de ces deux antibiotiques.

Finalement, outre I'implication de Lsr2 démontrée dans I'infection des
cellules hdtes eucaryotes, Dulberger et al. [23] ont récemment mis
en évidence le role de Lsr2 dans I'interaction entre mycobactéries et
mycobactériophages. Cette étude a en effet révélé que Lsr2 joue un
role crucial dans I'infection de la bactérie par le virus, en régulant la
réplication des mycobactériophages dans les bactéries hotes, et en
établissant des zones de réplication de I’ADN viral. Bien que les myco-
bactériophages codent une protéine similaire a Lsr2, celle-ci ne semble
cependant pas jouer de réle dans ce processus.

Lsr2 : un facteur de transcription pléiotropique
et un organisateur chromosomique

Lsr2 appartient a la superfamille des protéines associées au nucléoide
(ou NAP) [24]. Les NAP jouent un rdle essentiel dans la structure et la
compaction des chromosomes, mais aussi dans la régulation génique
au sein des cellules bactériennes [25, 26]. Parmi les protéines de cette
superfamille, on peut citer H-NS (heat-stable nucleoid-structuring
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protein), Fis (factor for inversion stimulation), IHF
(integration host factor), HU (heat unstable protein)
et Dps (DNA-binding protein from starved cells) [27].
De nombreuses études ont mis en évidence le role des
NAP dans la capacité de la bactérie a s’adapter a des
conditions défavorables, en particulier en réponse au
stress qu’elle rencontre lors de Iinfection de son hdote.
Ces protéines seraient ainsi responsables de I’induction
de changements topologiques de ’ADN, afin de moduler
le degré de condensation du chromosome ou de modi-
fier le profil de transcription global de la bactérie [28,
291 (Tableau I).

Lsr2 est composée de 110 a 120 acides aminés. Elle est
riche en arginine, ce qui en fait une protéine hautement
basique (pl: 10,69)*. Elle est principalement présente
dans le cytosol des cellules mycobactériennes sous
forme de diméres [4, 30-32]. Lsr2 se structure en deux
domaines fonctionnels distincts, séparés par une région
flexible : un domaine C-terminal, responsable de sa
liaison a I’ADN, et un domaine N-terminal composé de
deux sites de dimérisation qui lui permettent de s’oligo-
mériser [31, 33]. Lsr2 est I’orthologue fonctionnel de la
protéine H-NS, certainement une des NAP les plus étu-
diées que 'on retrouve exclusivement chez les entéro-
bactéries [34, 35] (Figure 2). Des expériences de com-
plémentation génétique ont montré que I’expression de
[sr2 est capable de restaurer le phénotype lié a la muta-
tion de hns chez €. coli. De méme, chez les mutants de
M. smegmatis dépourvus de [sr2, la complémentation de
[sr2 par hns permet de rétablir la morphologie rugueuse
des colonies altérée suite a la délétion du géne [35].

* Le pl d’une protéine est le pH pour lequel les charges positives compensent les
charges négatives.



Bien que leurs séquences different fortement, ces protéines partagent
d’importantes similitudes en ce qui concerne leur liaison a ’ADN, a la
fois sur le plan structurel et sur le plan fonctionnel. Lsr2 et H-NS lient
toutes deux préférentiellement les séquences riches en adénine et
thymine (AT). Cette caractéristique suggére un role de ces protéines
comme répresseurs xénogéniques de régions acquises par transfert
horizontal, trés souvent riches en AT [6, 7, 36, 37]. U'analyse structu-
rale de Lsr2 a révélé une affinité plus marquée pour le sillon mineur de
’ADN®, impliquant un motif RGR (arginine-glycine-arginine) présent
dans son domaine de liaison a I’ADN [37,38]. Une fois liée a I’ADN,
Lsr2 peut recruter de nouveaux diméres via son domaine N-terminal,
conduisant a la formation de filaments nucléoprotéiques rigides grdce
a un mécanisme d’oligomérisation (Figure 3). Uoligomérisation de Lsr2
a été démontrée a la fois in vitro, par des expériences de retard sur gel
(electrophoretic mobility shift assay) [33], et in vivo par des expé-
riences de ChIP-seq (chromatin immunoprecipitation with sequen-
cing), réalisées chez M. tuberculosis [24] et, plus récemment, chez
M. abscessus (résultats personnels). Si les conditions environnantes
sont favorables, deux filaments nucléoprotéiques peuvent interagir
ensemble et former un pont. Ce mécanisme de pontage peut non seu-
lement connecter des fragments d’ADN proches, mais il pourrait éga-
lement établir des connexions entre des régions plus distantes dans
le méme chromosome et contribuerait ainsi au repliement tridimen-
sionnel du génome, notamment en facilitant la formation de boucles
chromosomiques [37]. Lutilisation de la technique de microscopie &
force atomique (AFM) a permis & Chen et al. de visualiser directement
la formation de ces boucles résultant de 'interaction entre complexes
Lsr2-ADN, tant a partir de matrices linéaires que de matrices circu-
laires [33]. Cependant I’existence de boucles dépendantes de Lsr2
dans le chromosome bactérien in vivo reste encore a démontrer.

€n plus de leur réle dans la conformation des chromosomes, les NAP
sont également des facteurs de transcription intervenant dans la
régulation des genes impliqués dans divers processus cellulaires et
moléculaires majeurs chez les bactéries [39, 40]. Lsr2 combine ces
deux propriétés : celle d’une protéine associée au nucléoide qui par-
ticipe a I’organisation topologique du chromosome bactérien [41], et
celle d’un régulateur pléiotrope agissant principalement comme un
répresseur de la transcription [16]. Chez M. tuberculosis, Lsr2 module
I’expression des protéines antigéniques et influence leurs interactions
avec ’hote, lui conférant ainsi un réle dans la coordination des phases
précoces d’infection latente et persistante [16]. Par ailleurs, Lsr2 joue
un role crucial dans la modulation de "expression d’une multitude de
genes liés a I’adaptation aux fluctuations des niveaux d’oxygene en
se liant directement sur leur promoteur [22]. Récemment, nous avons
montré, par une étude transcriptomique, le role régulateur de Lsr2 chez
les deux morphotypes de M. abscessus, influencant la virulence, I'im-
munogénicité, le métabolisme énergétique et la résistance aux anti-
biotiques. Il a également été observé que la surexpression de [sr2 chez
M. tuberculosis entraine une répression tres significative des genes de

% La torsion de la double hélice d’ADN et la géométrie des bases créent un écart plus large (appelé sillon
majeur) et un plus étroit (appelé sillon mineur) sur toute la longueur de la molécule.
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Lsr2

Figure 2. Modéles structuraux des homodiméres de H-NS et de
Lsr2. Les potentiels électriques de surface sont représentés sur
chaque modeéle structural de protomeére a I’aide d’un gradient
allant du rouge (charge négative) au bleu (charge positive).
Les charges neutres sont représentées en blanc. Les « linkers »,
manquant dans le modele de Lsr2, sont indiqués en bleu (char-

gés positivement) (figure adaptée de [38]).

virulence et induit des effets néfastes sur la capacité
de la bactérie a déclencher une infection ou une mala-
die [42]. Ce réle régulateur est également observé chez
les streptomyces, tels que Streptomyces venezuelae,
une bactérie connue pour sa production d’antibiotiques
et d’autres composés bioactifs [6].

La distribution pangénomique de Lsr2 sur le chromo-
some des mycobactéries tend a confirmer son rdle en
tant que facteur de transcription a effet pléiotropique.
La technique de ChIP-seq a permis de montrer que
Lsr2 est capable de lier une grande proportion des
génomes de M. tuberculosis (21 %) et de M. smegmatis
(13 %) [22, 24]. Chez M. tuberculosis, un enrichissement
significatif de Lsr2 est observé pour environ 840 genes.
Ces génes comprennent ceux codant les systémes de
sécrétion de type VII® de la famille €SX (early antigenic
secretion system), ceux impliqués dans la synthése des
lipides de la paroi cellulaire, ceux codant les protéines
des familles PE/PPE’, ainsi que plusieurs facteurs de
transcription [24]. Chez M. abscessus, Lsr2 se lie en

¢ Le systéme de sécrétion de type IV est un complexe protéique présent chez les
cellules procaryotes utilisé pour le transport a travers la membrane cellulaire,
d’ADN, de protéines et d’autres molécules depuis le cytoplasme vers le milieu
extra-cellulaire.

" Protéines dont la portion N-terminale contient les motifs Pro-Glu (Proline-Gluta-
mine, PE) ou Pro-Pro-Glu (PPE).
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@ ARN ﬁDimére H-NS ou Lsr2 Dimeére H-NS ou Lsr2
polymérase (oligomérisation) (pontage)
Figure 3. Mécanisme de répression des NAP de type H-NS (H-NS, Lsr2) dépendant
de Poligomérisation et du pontage d’ADN. Différents mécanismes ont été pro-
posés pour expliquer le role de ces protéines dans la répression de "expression
des genes. Le premier passe par la formation d’oligomeéres sur le promoteur,
bloquant sa liaison a I’ARN polymérase (A). Le second dépend de la forma-
tion d’oligomeres sur la région codante du gene cible, pouvant soit bloquer la
production d’ARN parasites en empéchant la fixation d’ARN polymérases sur le
corps du géne (B), soit bloquer I’élongation des transcrits du gene cible lors de
la formation de ponts entre oligomeres, se traduisant par un renforcement de
leur liaison a I’ADN (C).

particulier au niveau de la région promotrice du locus GPL, le locus
rassemblant les genes responsables de la synthese et du transport des
glycopeptidolipides [5].

Le mécanisme de répression transcriptionnelle exercée par Lsr2 chez
les mycobactéries est encore loin d’étre compléetement élucidé. €n
revanche, le réle de son orthologue H-NS dans la transcription ayant
été plus largement étudié, il peut donc étre utilisé comme modéle pour
comprendre le mécanisme d’action de Lsr2 (Figure 3) [43].

Ce mécanisme repose sur la capacité d’oligomérisation de H-NS, en
plus de sa fixation sur les régions promotrices de ses genes cibles [26,
38]. H-NS exerce sa répression transcriptionnelle de diverses maniéres,
étroitement liées a ses modes de liaison a I’ADN : rigidification et pon-
tage. Son activité de répression intervient au moment de initiation de la
transcription, les promoteurs liés a H-NS étant alors généralement rendus
silencieux. Les oligoméres présents sur ces séquences pourraient soit
perturber la fixation de I’ARN polymérase, soit, au contraire, la piéger et
ainsi inhiber Pinitiation de la transcription. La présence d’oligomeéres de
H-NS sur un nombre important de séquences codantes pourrait perturber
I’élongation des transcrits in vitro, en réduisant la processivité ainsi qu’en
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augmentant les pauses de I’ARN polymérase. Il a été pro-
posé que I'activité de pontage observée in vitro pour H-NS
pourrait fortement renforcer ce mécanisme, suggérant
ainsi que, en I"absence de pontage, le mouvement de I’ARN
polymérase lors de I’élongation des transcrits suffirait
a déplacer les dimeres d’H-NS et ainsi désorganiser les
oligomeéres. Cependant, ces derniers pourraient se refor-
mer aprés son passage [43-45]. Ces oligomeéres empé-
cheraient en revanche la fixation de I’ARN polymérase sur
des promoteurs cryptiques, responsables de la production
de transcrits parasites et qui auraient un impact sur la
croissance de la bactérie [46] (Figure 3). H-NS peut aussi
se lier, sous forme d’oligomeres, au niveau des sites de
terminaison de la transcription dépendante de Rho. Les
interactions génétiques entre H-NS et Rho supposent que
H-NS assisterait Rho dans la terminaison de la transcrip-
tion [43, 47]. Les similitudes trés importantes entre les
modalités de liaison de H-NS et de Lsr2 suggerent que les
mécanismes de régulation exercés par ces deux protéines
seraient analogues. De prochains résultats viendront cer-
tainement éclaircir cette hypothese.

Modifications post-traductionnelles de Lsr2
et interactions avec d’autres NAP

Une seule étude a identifié une modification post-tra-
ductionnelle de Lsr2 chez M. tuberculosis : la phospho-
rylation de la thréonine 112 de son domaine C-terminal
par la protéine kinase B [48]. La délétion du géne
codant la protéine kinase B réduit significativement la
phosphorylation de Lsr2 [49] et ’'absence de phospho-
rylation entraine une augmentation de la liaison de Lsr2
a ’ADN, conduisant @ une perturbation de I’expression
de nombreux genes dont les produits participent a la
croissance bactérienne, ainsi que de genes impliqués
dans adaptation de la bactérie a des conditions envi-
ronnementales changeantes et défavorables.

Uinteraction directe de la protéine Lsr2 avec d’autres
NAP, ainsi que les effets de ces interactions sur sa
liaison a I’ADN et sur la régulation de I’expression des
génes, ont été principalement étudiés dans le cas de
la protéine HU, chez M. tuberculosis [50]. HU, gréce
a son domaine C-terminal, interagit avec le domaine
N-terminal de Lsr2 pour former des complexes nucléo-
protéiques denses, observés lors d’expériences d’AFM.

Conclusion et perspectives

Lsr2 joue un réle central dans la régulation de I’expres-
sion des genes impliqués dans plusieurs processus
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