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Résumé

La méthylation de l’ADN est un événement post-réplicatif, qui apporte une information secondaire à celle constituée par la
séquence primaire de l’ADN. L’addition de cette information implique des enzymes (méthyltransférases) qui méthylent l’ADN sur
des sites de reconnaissance spécifiques. Cette modification de l’ADN peut jouer un rôle de régulation de différents processus chez la
cellule procaryote et eucaryote. Il a été bien élucidé que la méthylation du N6-adénine au niveau de la séquence GATC est catalysée
par la Dam méthylase. Vu le modèle semi-conservatif de la réplication, l’ADN néosynthétisé est hémiméthylé transitoirement. Cet
état de l’ADN constituerait un signal reconnu par différents facteurs qui peuvent activer ou réprimer certains processus cellulaires,
en les liant ainsi au cycle cellulaire. Chez Escherichia coli, la suppression du gène dam produit plusieurs phénotypes indiquant
des fonctions multiples de la méthylation : (i) modulation de l’expression des gènes, (ii) réparation de l’ADN, (iii) initiation de la
réplication et (iv) stabilisation du chromosome. Pour citer cet article : A. Chatti, A. Landoulsi, C. R. Biologies 331 (2008).
© 2008 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

The DNA-methylation state regulates virulence and stress response of Salmonella. The DNA methylation is a post-
replicative event that provides secondary information to that formed by DNA. Addition of this information involves DAM
methyltransferase, which methylates DNA on specific sites (5′-GATC-3′). This modification of DNA may play a role in regu-
lating various processes in eukaryote or prokaryote cells. It was well understood that deoxyadenosine methyltransferase (DAM)
methylates the adenine of the GATC sequence. Following DNA replication, however, DNA is transiently hemimethylated, and the
new strand is then methylated by DAM. In Escherichia coli, removing the dam gene produces several phenotypes indicating mul-
tiple functions of methylation: (i) modulation of gene expression, (ii) DNA repair, (iii) initiation of replication, and (iv) stabilising
the chromosome. To cite this article: A. Chatti, A. Landoulsi, C. R. Biologies 331 (2008).
© 2008 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Les Salmonella ne cessent de perfectionner leurs
capacités de résistance et d’adaptation aux conditions
défavorables. Actuellement, une émergence de la ré-
sistance aux antibiotiques de ces germes pathogènes
a été remarquée, aussi bien dans les pays développés
que dans les pays en voie de développement. Cette im-
portante prévalence a incité les chercheurs à chercher
d’autres alternatives plus efficaces. Parmi les nouveaux
aspects du contrôle de la réponse au stress et de la vi-
rulence de Salmonella, on trouve le phénomène de mé-
thylation de l’ADN.

La méthylation de l’ADN est la modification de
l’une des quatre bases azotées de l’acide désoxyribo-
nucléique. Cette modification consiste en l’ajout d’un
groupement méthyle (–CH3) à la place d’un atome
d’hydrogène. Bien que les quatre bases azotées puissent
être méthylées, l’adénine est le plus fréquemment mo-
difiée chez les procaryotes. La méthylation de l’ADN,
aussi bien chez les procaryotes que les eucaryotes, est
en étroite relation avec la réplication de l’ADN.

2. Rôles de la méthylation de l’ADN

Durant le cycle cellulaire, la réplication du chromo-
some est initiée au niveau d’une origine, appelée oriC.
L’une des caractéristiques d’oriC est la présence d’un
nombre élevé de sites GATC. Ces sites sont méthylés
par le produit du gène dam. La suppression du gène
dam produit plusieurs phénotypes indiquant des fonc-
tions multiples de la méthylation : (i) l’initiation de la
réplication, (ii) réparation de l’ADN, (iii) modulation
de l’expression des gènes et (iv) la stabilisation du chro-
mosome.

2.1. La méthylation contrôle l’initiation de la
réplication de l’ADN

L’initiation de la réplication est soumise à une étroite
régulation et elle est liée au cycle cellulaire. Le contrôle
de cet événement réside au niveau de la régulation de
la fréquence et la détermination du moment propice à
l’initiation au cours du cycle cellulaire, ce qui permet
à la bactérie de garder un rapport masse/ADN correct.
Chez E. coli, la réplication du chromosome débute au
niveau de la séquence spécifique, oriC. Cette origine
minimale de réplication (245 pb) contient un nombre
de sites GATC, cibles pour la Dam méthylase, statis-
tiquement élevé [1]. Afin de trouver une signification
à l’abondance des sites GATC, Russell et Zinder [2]
ont montré que l’activité de la réplication des plasmides
oriC isolés à partir de mutants dam d’E. coli ne repré-
sente que 30 à 50% de celle des plasmides oriC méthy-
lés. L’efficacité de la transformation des souches dam−
par les plasmides oriC est très réduite et les plasmides
transformants ne sont pas stables à l’état autonome. Des
résultats similaires ont été démontrés chez Salmonella
typhimurium [3]. Ces données rendent difficile l’expli-
cation de la viabilité de ces mutants, d’autant plus que
l’initiation de la réplication chez ces souches dépend
d’oriC et de la protéine DnaA.

L’analyse de l’ADN des mutants dam transformés
par des plasmides oriC méthylés a montré que l’ADN
plasmidique reste sous la forme hémiméthylée deux
heures après la transformation. Cette forme hémiméthy-
lée d’oriC serait ainsi réfractaire à l’initiation, à moins
qu’elle ne soit convertie en forme méthylée par la Dam
méthylase.

2.2. Réparation des mésappariements

Parmi les processus cellulaires activés par l’hémimé-
thylation, on trouve la réparation des mésappariements
introduits dans l’ADN [4,5]. Ainsi, l’ADN hémiméthylé
constituerait la forme d’ADN reconnue par les protéines
de réparation MutHLS. En outre, une analyse du gé-
nome entier d’E. coli a révélé que les tétranucléotides
GATC ne sont pas séparées par plus que 2 kb. Ceci sug-
gère que cette distribution permettrait une réparation de
mésappariement sur la totalité du chromosome [6]. Une
analyse analogue des génomes d’autres bactéries patho-
gènes serait importante.

2.3. La transposition

La transposition, phénomène sévèrement contrôlé,
est un autre événement dont la fréquence peut être aug-
mentée par l’asymétrie de la méthylation de l’ADN nou-
vellement répliqué. Chez les mutants dam, la fréquence
de la transposition est stimulée [7] pour certains trans-
posons ayant des sites GATC dans le promoteur du gène
de la transposase.

2.4. Expression des gènes

Chez E. coli, l’expression de certains gènes ayant des
sites GATC dans leurs promoteurs dépend aussi de l’état
de la méthylation de ces sites. Par exemple, le promo-
teur proximal (dnaA2p) du gène dnaA et celui du gène
mioC requièrent une méthylation complète de leurs sites
GATC pour une activité normale [8].
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2.5. La Dam méthyltransférase contrôle la virulence
de Salmonella

Plusieurs travaux ont montré que l’inactivation du
gène dam cause l’atténuation de la virulence de nom-
breuses bactéries pathogènes : Salmonella enterica,
E. coli, Erwinia chrysanthemi, Yersinia pseudotubercu-
losis, Vibrio cholerae [9] et Hemophilus influenzae [10].
L’effet de la mutation dam sur la virulence a été étudié
pour la première fois chez Salmonella typhimurium, en
utilisant des modèles animaux [11,12], en l’occurrence
des souris Balb/C. Des résultats similaires ont été trou-
vés chez des souris de la lignée Swiss albinos [13,14].
Cette mutation présente plusieurs effets pleiotropiques,
touchant l’état de virulence, tels que l’instabilité de l’en-
veloppe membranaire, une fuite protéinique et des vé-
sicules membranaires, une réduction de la sécrétion de
la protéine SipC codée par l’îlot de pathogénicité I [15]
et une augmentation de la sensibilité à la bile [16,17].
En outre, des analyses histopathologiques ont démontré
que cette mutation affecte, in vitro, l’adhésion et l’in-
vasion de Salmonella typhimurium [18]. L’ensemble de
ces résultats plaide en faveur d’une éventuelle concep-
tion de vaccin, en utilisant cette souche atténuée. En
outre, la Dam méthyltransférase pourrait être une cible
potentielle d’antibiotiques.

2.6. La méthylation contrôle la résistance aux
antibiotiques

Récemment, il a été démontré que la méthylation
de l’ADN chez E. coli contrôle la résistance à certains
antibiotiques. Ainsi, la Dam méthylase intervient dans
la régulation de l’expression de certains gènes codant
pour les pompes à efflux. En effet, la surproduction de
la DAM méthylase augmente cinq fois la résistance à
l’acide nalidixique [19]. Le mécanisme de contrôle de
la résistance aux antibiotiques par la méthylation de
l’ADN est encore inconnu. Des études sur un tel mé-
canisme pourraient aider les chercheurs à résoudre le
problème de la résistance aux antibiotiques.

3. La protéine SeqA

3.1. SeqA : un modulateur de l’initiation de la
réplication de l’ADN

Au cours de la réplication de l’ADN, les séquences
GATC au niveau de l’origine oriC ne sont pas méthylées
immédiatement, mais elles restent à l’état hémiméthylé
pendant le tiers du cycle cellulaire. Ce retard est dû à
la séquestration d’oriC hémiméthylée par une protéine
appelée SeqA [20]. Par conséquent, la méthylation du
brin nouvellement synthétisé est bloquée et l’origine de
la réplication reste à l’état hémiméthylé, ce qui retarde
toute initiation précoce. La protéine SeqA, nécessaire à
la séquestration, module négativement l’initiation de la
réplication de l’ADN [20,21].

La protéine SeqA pourrait agir, soit (i) directement
au niveau d’oriC comme un facteur impliqué dans les
interactions coopératives, soit (ii) comme un agent in-
fluençant la sensibilité de ces interactions avec la ré-
gulation des signaux physiologiques, soit (iii) selon ces
deux mécanismes ensemble [20].

Des analyses génétiques et biochimiques ont montré
que la protéine SeqA joue un rôle essentiel dans la sé-
questration du promoteur du gène dnaA. Ceci suggère
que la séquestration pourrait être impliquée dans les in-
teractions entre les protéines SeqA et DnaA [20]. Il a
été démontré que les sites GATC au niveau d’oriC res-
tent à l’état hémiméthylé pendant une longue période
après le passage de la fourche réplicative ainsi que les
sites GATC situées au niveau de la région promotrice du
gène dnaA, ce qui bloquera sa transcription [22,23].

La séquestration bloque l’initiation de la réplication
durant le tiers du cycle cellulaire [23], alors qu’oriC
peut s’en échapper passivement grâce à l’action de la
Dam méthylase [24]. Chez des cellules dam−, les ini-
tiations sont asynchrones et les temps d’inter-initiation
sont variables, ceci étant expliqué par une séquestration
défectueuse [25,26].

Le gène seqA, codant pour un peptide de 181 acides
aminés, n’est pas crucial pour la viabilité de la cel-
lule [20]. L’effet physiologique de la protéine SeqA au
niveau de l’initiation est très remarquable. Le temps né-
cessaire à la reméthylation des sites GATC au niveau
d’oriC et du promoteur du gène dnaA est réduit à 8 min
chez le mutant seqA, alors qu’il reste normal au niveau
des autres sites répartis tout le long du génome [20]. La
synchronisation des initiations normalement observées
au niveau des multiples copies d’oriC est complètement
perdue chez les cellules seqA− [20,21].

Utilisé comme critère de sélection, les cellules seqA−
peuvent propager efficacement des plasmides portant
des oriC méthylées en absence de la Dam méthylase. La
persistance de l’état d’hémiméthylation des oriC dimi-
nue jusqu’à 5 min, mais il n’est pas complètement aboli
chez les souches seqA−. Ce résultat suggère l’existence
d’autres facteurs qui participent à la séquestration des
origines nouvellement répliquées et la fixation d’oriC
hémiméthylée au niveau de la membrane.

Les interactions directes de la protéine SeqA avec
l’ADN méthylé se font tout le long d’une séquence de
150 pb située sur la moitié gauche de l’origine mini-
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male, où se logent deux séries de quatre sites GATC,
espacées par 15 pb. Les deux séries sont séparées par
une séquence de 30 pb. Une interaction directe entre la
protéine SeqA et les sites GATC méthylés est entière-
ment compatible avec les observations génétiques pré-
cédentes [20]. En conclusion, la méthylation est épista-
sique, avec un rôle négatif de la protéine SeqA au cours
de la régulation de l’initiation de la réplication.

La protéine SeqA s’attache fortement à l’origine
oriC hémiméthylée (50% de retardement pour une
concentration de 6–9 nM de la protéine SeqA). Cette
protéine a montré une haute interaction, aussi bien avec
oriC hémiméthylée qu’avec un fragment de contrôle
composé de la séquence LacZ hémiméthyée contenant
8 sites GATC et n’ayant pas montré d’aptitude à être sé-
questré au niveau de la membrane in vivo [23]. Donc, il
est très probable que l’attachement de la protéine SeqA
au niveau de l’ADN ne dépende que de la présence des
sites GATC.

In vivo, la séquestration est caractérisée par deux
principales propriétés : (i) elle ne se déroule qu’au ni-
veau de locus particuliers, à savoir au niveau d’oriC et
du promoteur du gène dnaA, à condition que les sites
GATC au niveau de ces locus soient sous une forme
hémiméthylée. La protéine SeqA se montre non respon-
sable de la spécificité du locus [27] ; (ii) le retardement
par le biais de la protéine SeqA des substrats hémimé-
thylés est régulé seulement par la présence ou l’absence
des sites GATC, indépendamment de la composition gé-
nétique de ces substrats.

Les interactions de la protéine SeqA avec les sites
GATC confère une spécificité de la séquestration pour
cette forme. Ainsi, la protéine SeqA se fixe préféren-
tiellement au niveau de la forme hémiméthylée. L’at-
tachement de la protéine SeqA à l’ADN hémiméthylé
est unique et plus efficace que sa fixation au niveau de
l’ADN méthylé. Ceci assure un meilleur blocage contre
l’action de la Dam méthylase.

3.2. SeqA : régulation de la virulence chez Salmonella
typhimurium

Récemment, nous avons démontré que l’inactivation
par transposition du gène seqA atténue la virulence de
Salmonella typhimurium [28]. En effet, une délétion du
gène seqA a montré des résultats similaires [29]. Cepen-
dant, la délétion de ce gène atténue la virulence unique-
ment après infection par voie orale. Cette atténuation
pourrait être le résultat de l’instabilité de leur membrane
cytoplasmique et de leur sensibilité à la bile [17].

L’inactivation ou la surproduction de la Dam mé-
thylase atténue dramatiquement la virulence de plu-
sieurs autres bactéries pathogènes [9,10]. Or, le profil
de l’expression des gènes chez les mutants dam surpro-
duit (Damsp) et seqA est pratiquement identique chez
E. coli [30]. Ceci suggère que le produit du gène seqA
pourrait avoir un effet sur l’expression de certains gènes.
La méthylation des sites GATC peut influencer l’expres-
sion des gènes par deux mécanismes différents [9,31].
D’abord, il faut noter que les séquences GATC mé-
thylées au niveau des régions promotrices des gènes
peuvent augmenter (dnaA), diminuer (sulA) ou n’avoir
aucun effet sur l’initiation de la transcription. En second
lieu, la Dam MT et les protéines régulatrices, telles que
la protéine Cap (Global positive regulator of transcrip-
tion), Lrp (Global regulatory protein) ou OxyR (Regu-
latory protein and sensor for oxidative stress), concur-
rencent pour les sites GATC. Les gènes pap ont deux
sites GATC situés entre les promoteurs divergents de
Pap (Pili chez E. coli), auxquels peuvent s’attacher la
Dam MT, Lrp et PapI–Lrp pour contrôler le système
ON–OFF des pili au niveau de la surface cellulaire
[9,31]. Ce type de contrôle ON–OFF constitue ainsi un
contrôle épigénétique. Chez E. coli, un autre contrôle
épigénétique semblable, de type ON–OFF, du gène flu,
contenant trois sites GATC, a été prouvé.

Des études utilisant des analyses par microarray ont
étudié l’expression des gènes pour les mutants dam. Ils
ont remarqué une induction de l’expression des gènes
liés à la réponse SOS [32,33]. À part le régulon SOS et
quelques autres gènes, les études menées diffèrent net-
tement concernant le nombre de gènes dont l’expression
est affectée par la méthylation des sites GATC. Tandis
que Oshima et al. [6] ont montré que la méthylation af-
fecte 359 gènes, Lobner-Olesen et al. [30] ont trouvé
uniquement 20 gènes affectés. Ces différences obser-
vées peuvent être dues à plusieurs effets, tels que la
différence des conditions de culture ou des méthodes
de préparation pour l’analyse par microarray. Des ana-
lyses protéomiques ont montré que la concentration de
93 protéines a été différente entre la souche sauvage et
son mutant isogénique dam [6]. Récemment, la compa-
raison de l’expression des gènes des mutants dam, seqA
et Damsp a prouvé que les profils des souches seqA− et
Damsp étaient presque identiques et distincts de ceux du
mutant dam [30]. Ce résultat confirme que la Dam MT
et la protéine SeqA concurrencent pour les sites GATC
au niveau de l’ADN hémiméthylé. Une surproduction
de la Dam MT réduit la fixation de SeqA et engendre
une altération de la transcription. Ceci est probablement
dû au rôle de SeqA comme facteur important impliqué
dans l’initiation de la réplication chromosomique [30].
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4. Le système à deux composantes PhoP/PhoQ
interfère-t-il avec la méthylation de l’ADN ?

Il a été bien connu que la pathogenèse de Salmonella
peut être contrôlée par la protéine PhoP. Cette protéine
(DNA-binding protein) peut induire ou inhiber certains
gènes spécifiques de virulence [34]. La liaison d’une
telle protéine régulatrice à l’ADN peut bloquer la mé-
thylation des sites cibles de la protéine Dam (séquences
GATC) [35]. Ainsi, il a été démontré que la fixation de
la protéine PhoP (ou des protéines régulées par PhoP) au
niveau de sites GATC bloque la méthylation de l’ADN
de ces sites. La méthylation de l’ADN chez Salmonella
phoP− et phoP+ a montré des différences suggérant
que la fixation de la protéine PhoP a bloqué la méthy-
lation des séquences GATC [11]. D’ailleurs, chez Sal-
monella les sites GATC protégés de la méthylation sont
susceptibles d’être situés au niveau des gènes régula-
teurs, puisque presque tous les sites GATC chez E. coli
sont situés dans les régions non codantes d’ADN, qui
sont vraisemblablement impliquées dans la régulation
de l’expression des gènes. La méthylation des sites spé-
cifiques GATC dans des régions régulatrices de gènes
pourrait moduler la fixation des protéines régulatrices à
l’ADN, qui constitue alternativement un mécanisme de
contrôle de l’expression des gènes de virulence [36,37].

5. L’état de méthylation de l’ADN contrôle la
réponse à certains stress et la virulence de
Salmonella

Il est bien établi que la cible de la Dam méthylase est
la séquence GATC. Ceci devrait avoir des répercussions
sur la distribution des séquences GATC tout le long du
chromosome. L’analyse de la fréquence et la distribu-
tion de ces sites ont montré que ces séquences ne sont
pas distribuées anarchiquement. Ainsi, ces séquences
ont été rencontrées essentiellement au niveau des par-
ties codantes des gènes. Les promoteurs de la plupart
des gènes contrôlés par la protéine Dam contiennent des
sites GATC. Des résultats similaires ont été remarqués
chez E. coli [6]. Ceci souligne le rôle important de la
méthylation au niveau de la régulation des gènes, et par-
ticulièrement des gènes possédant des sites de liaison
avec Cap et Fnr.

La fréquence et la distribution des sites GATC pour-
raient avoir une signification biologique. En effet, la
méthylation des sites spécifiques GATC dans des ré-
gions régulatrices de gènes pourrait moduler la fixation
des protéines régulatrices à l’ADN, qui constitue alter-
nativement un mécanisme de contrôle de l’expression
des gènes de virulence [36,37].
Les gènes impliqués dans la réponse à certains stress
se sont montrés plus riches en ces séquences spéci-
fiques ; par exemple : barA, katG, katF, oxyR, dnaK,
dnaJ, uvrA, uvrB, ompR, copR, lexA (données non pu-
bliées). Toutefois, les gènes impliqués dans la virulence
(les îlots de pathogénécité) de Salmonella se sont mon-
trés riches en ses tétranucléotides. La régulation par le
biais de GATC est probablement le résultat de la pré-
sence de ces sites au niveau des parties codantes (don-
nées non publiées).

6. Conclusions et perspectives

L’ensemble des travaux menés sur le rôle de la mé-
thylation de l’ADN chez les procaryotes et essentielle-
ment les entérobactéries suggère une compétition entre
la Dam méthylase et la protéine SeqA. Ainsi, ces deux
protéines concurrencent pour les sites GATC au niveau
de l’ADN hémiméthylé :

(i) une possibilité est que les sites GATC deviennent
des cibles pour la restriction et que, chez le mutant
dam, l’absence du groupement méthyl pourrait ex-
poser ces sites GATC à une restriction anormale.
Ceci peut alternativement mener à une induction
constitutive de la réponse SOS chez les mutants
dam et seqA ;

(ii) la méthylation contrôle la transcription de certains
gènes impliqués directement dans la virulence ;

(iii) la méthylation contrôle l’expression de certains
systèmes de perception (PhoPQ, EnvZ/OmpR) ;

(iv) la distribution et la fréquence des séquences GATC
au niveau des gènes peut contrôler la réponse au
stress (surtout le stress acide et oxydatif, résistance
aux peptides cationiques).

La méthylation de l’ADN fournit un niveau addition-
nel de contrôle, puisque la fixation de différents facteurs
de régulation à l’ADN peut être potentiellement affec-
tée. D’ailleurs, l’altération du taux de la méthylase en
réponse aux stimuli environnementaux peut contrôler
l’expression (temporairement) des sous-groupes spéci-
fiques de gènes dépendant de l’effet de la méthylation.
Des questions importantes peuvent être avancées : quels
sont les types de gènes de virulence régulés par la mé-
thylation de l’ADN ? Quels sont les mécanismes im-
pliqués dans le contrôle et l’expression coordonnée de
gène de virulence par la méthylation de l’ADN ? Com-
ment est-ce les taux de la méthylase sont changés au
cours de l’infection ? La méthylation fournit-elle un sys-
tème de mémoire pour aider les microbes pathogènes à
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coordonner l’expression des causes déterminantes de vi-
rulence ?

Une étude de l’effet de la méthylation de l’ADN sur
les lipides et les lipopolysaccharides (LPS) pourrait ai-
der les chercheurs à mieux comprendre les mécanismes
responsables de l’atténuation de la virulence chez Sal-
monella.
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