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NOUVELLE

Dissection fonctionnelle

d’un nouveau régulateur

de P’initiation de la réplication
du chromosome bactérien

Marie-Frangoise Noirot-Gros

> Chez tous les organismes vivants, I'ini-
tiation de la réplication est une étape
centrale du cycle cellulaire. Chez les bac-
téries, la réplication du chromosome est un
processus hautement régulé de telle sorte
que chaque origine de réplication n’est ini-
tiée qu’une seule fois par cycle cellulaire.
Chez la bactérie modéle €. coli, différents
mécanismes de contréle s’exercent sur
la protéine initiatrice DnaA [1]. Chez la
bactérie a Gram positif B. subtilis, la pro-
téine YabA, premier régulateur potentiel
de Iinitiation, a été identifiée dans un
réseau d’interactions spécifiques généré
par double hybride chez la levure, et cen-
tré autour de la machinerie de réplication
[2]. YabA interagit avec Pinitiateur DnaA,
et avec DnaN, la sous-unité ot de I’ADN
polymérase. DnaA, est conservé chez tous
les organismes eubactériens. Elle se fixe
sur la séquence origine du chromosome
(0riC) [3]. DnaN est également présent
dans I’ensemble des procaryotes. Il forme
un dimére qui encercle ’ADN, maintient
un contact entre I’ADN polymérase et sa
matrice d’ADN, augmentant ainsi sa pro-
cessivité [4]. Dans le contexte de ses inte-
ractions, la protéine YabA apparait donc
comme un lien fonctionnel entre initiation
et I’élongation de la réplication. YabA,
DnaA et DnaN ont été purifiés in vitro et
I’existence des interactions binaires entre
YabA/DnaA et YabA/DnaN a été démontrée
[5]. Ces trois protéines forment également
un complexe tripartite in vitro, en accord
avec les observations réalisées chez la
levure [2, 5]. Ces résultats ont permis de
proposer qu’un tel complexe puisse se for-
mer et exercer une fonction dans la cellule
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de B. subtilis. Cependant, dans le réseau
d’interactions, YabA possede trois parte-
naires supplémentaires qui sont impliqués
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dans différentes voies métaboliques. YabA
interagit avec TIpA et McpA, deux com-
posants du complexe chimiotactique, et
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Figure 1. Isolement et cartographie de mutants de perte d’interaction de YabA. A. Contexte des inter-
actions de YabA et schéma de rupture sélective d’interactions avec DnaA et DnaN. B. YabA (119 aa)
est organisé en deux domaines structuraux. La moitié amino-terminale de la protéine comporte une
signature de type leucine-zipper. La position des leucines est indiquée par les barres verticales grises.
La partie carboxy-terminale de YabA comporte trois cystéines potentiellement impliquées dans une
structure de type zinc cluster qui résulterait de la dimérisation de la protéine, et au sein de laquelle
deux atomes de zinc seraient coordonnés par six résidus cystéines. Un seul monomére de YabA est ici
représenté. Les lettres correspondent aux acides aminés. Les résidus impliqués dans les interactions
sont signalés par les fleches et la substitution associée est indiquée par un rectangle et un code couleur
jaune (DnaN), bleu clair (DnaA), orange (DnaA et DnaN) et noir (YabA). Les mutations d’interaction
a DnaA et a DnaN affectent des résidus localisés a la base et dans la boucle du zinc cluster, respecti-
vement. Les substitutions des résidus cystéines du zinc cluster affectent a la fois I'interaction a DnaA
et DnaN, indiquant que cette structure est cruciale pour ces deux interactions. La substitution L27A
se traduit par la perte de la capacité de YabA a auto-interagir et a interagir avec I’'ensemble de ses
partenaires. Ces résultats traduisent I'importance de I'intégrité de la structure du leucine zipper pour

la multimérisation de YabA et la formation du zinc cluster, essentiels pour les interactions.
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avec AcuB, une enzyme du métabolisme de
I'acétoine. Ces observations suggerent que
YabA pourrait assurer d’autres fonctions
dans la cellule.

Chez B. subtilis, nous avons montré, par
des approches de cytométrie de flux et de
visualisation des origines par microscopie
a épifluorescence, que la délétion du gene
YyabA se traduisait par une sur-initiation
et par une augmentation du contenu en
ADN des nucléotides [5]. Ces phénotypes
sont caractéristiques d’une perturbation
du controle de la réplication. €n utilisant
un dérivé fonctionnel étiqueté par la GFP
(green fluorescent protein), nous avons
montré que YabA se localisait au centre de
la cellule et était associée a la machinerie
de réplication durant une grande partie
du cycle cellulaire. Cependant, le contexte
des interactions multiples de YabA illustre
sa nature multifonctionnelle, et ne permet
pas d’établir une relation directe entre une
interaction en particulier et son activité
biologique. L'étude du rdle de yabA dans
le contrdle de I'initiation ne peut pas se

faire simplement en étudiant le phénotype
associé a la délétion du géne qui aboutit a
la rupture de toutes ses interactions dans
la cellule.

Pour aborder cette question, nous avons
utilisé une approche de dissection fonc-
tionnelle par la rupture sélective des inte-
ractions de YabA. L'approche consiste a
isoler des mutations dans YabA qui rompent
son interaction avec un partenaire en par-
ticulier sans affecter les autres, par un test
dérivé du double hybride chez la levure. Les
mutations sont ensuite transférées dans
B. subtilis, afin d’en étudier les effets sur sa
localisation subcellulaire et sur les phéno-
types liés a asynchronie et la sur-initiation
de la réplication. Uidentification et la car-
tographie des mutations d’interaction, cor-
respondant au changement d’un seul acide
aminé, mettent en évidence les éléments
structuraux de YabA qui sont essentiels pour
les interactions (Figure 1B). analyse de ces
mutations sur la fonction de YabA montre
que la perte de son interaction avec DnaA
ou avec DnaN dans les mutants YabA-Aim et
YabA-Nim, respectivement,

Figure 2. Effet des mutations de rupture d’interaction sur la
localisation subcellulaire de yabA. A. YabA et ses dérivés sont
étiquetés par la YFP ou la CFP et exprimés dans B. subtilis. Les
observations sont réalisées par microscopie a épifluorescence
sur cellules vivantes. YabA localise de fagon réplisomale en
formant un focus au centre de la cellule. Lintroduction des
mutations de perte d’interaction a DnaN (Nim) et a DnaA (Aim)
se traduit par la perte de la capacité a former des focus et la
localisation devient diffuse dans la cellule. B. Restauration de
la localisation par complémentation entre yabA Aim et Nim. La
co-expression dans la cellule d’un YFP-YabA et d’un mutant
CFP-Nim s’accompagne de la re-localisation du mutant Nim,
indiquant que ce dérivé muté participe a la formation d’un hété-
rocomplexe fonctionnel avec la protéine YabA sauvage. La co-
expression des deux mutants CFP-Nim et YFP-Aim complémente
leur déficience pour la localisation et restaure la formation de

focus par le complexe YabA/DnaA/DnaN au centre le la cellule.
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se traduit par la perte de sa
localisation dans la cellule
(Figure 2A), et par une sur-
initiation et une asynchro-
nie de la réplication [5].
Nous avons montré que les
mutants YabA-Aim et -Nim
étaient capables de former
un hétérocomplexe fonc-
tionnel avec la protéine
YabA sauvage, indiquant
que les mutations n’affec-
taient pas la structure glo-
bale de la protéine. Enfin, la
co-expression dans la cel-
lule des deux mutants Aim
et Nim se traduit par leur
re-localisation au centre de
la cellule, et par le rétablis-
sement du contrdle de I'ini-
tiation, illustrant une com-
plémentation fonctionnelle
(Figure 2B). ’ensemble de
ces résultats indique que
YabA agit sur le contrdle
négatif de Iinitiation de la

réplication en formant, avec DnaA et DnaN,
un hétérocomplexe fonctionnel associé a
la machinerie de réplication. Bien que le
mécanisme biochimique de ce contrdle ne
soit pas encore élucidé, cette découverte
constitue une avancée dans la compré-
hension des processus qui coordonnent la
réplication du chromosome et le cycle cellu-
laire. YabA est tres conservé dans le groupe
des bactéries a Gram positif qui inclut des
pathogénes majeurs de ’homme comme
Staphylococcus aureus et S. pneumoniae.
Dans la cellule, la plupart des protéines
remplissent leur(s) fonction(s) en intera-
gissant avec d’autres protéines [6-8]. La
compréhension du réle d’une protéine passe
donc par I'identification de toutes les inte-
ractions qu’elle forme avec ses différents
partenaires au cours du cycle cellulaire.
Notre stratégie de dissection fonctionnelle
de YabA nous a permis d’établir une relation
directe entre les interactions présentes dans
le complexe YabA/DnaA/DnaN et sa fonction
dans la cellule. Cette approche, applicable
a tout couple d’interaction, est générique,
et permet, en identifiant des mutations de
perte d’interaction spécifique, d’appréhen-
der I’ensemble des fonctions exercées par
une protéine dans la cellule. ¢
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